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i’ber einige Verbesserungen 
am Gasaralysenapparat nach Carpenter. 


Von 
Fr. Strieck. 
(Aus der medizinischen und Nervenklinik der Universitat Wiirzburg.) 
(Eingegangen am 9, August 1928.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Wie in einer friiheren Arbeit! bereits kurz mitgeteilt wurde. ist 
es uns durch eine Anderung des Gasanalysenapparates nach Carpenter 
und die Anbringung einer mechanischen Vorrichtung zur Bewegung 
der QuecksilberhubgefaBe gelungen, die Analysendauer wesentlich 
zu verkiirzen. Eine genaue Beschreibung ist aber bisher noch nicht 
erfolgt. Die Auf-yund Abwartsbewegung der Quecksilberhubgefabe, 
die friiher mit der Hand geschah, wird jetzt maschinell betrieben. 

Zwei Gasanalysenapparate sind mittels eiserner Trager an einem 
Gestell aufgehangt. Eine in der Mitte angebrachte, etwa 1,75 m hohe, 
3cm dicke Stahlspindel von einer Steighbhe von 2,6cem bei einer 
Umdrehung tragt an zwei rechtwinklig abgehenden seitlichen Zapfen 
Behalter, in denen die QuecksilberhubgefaBe hangen. Die in Druck- 
lagern laufende Spindel wird durch einen !/,, PS-Elektromotor, der 
starr mit der Spindel verbunden ist, getrieben. Ein Stromwender 
gestattet, die Aufwirtsbewegung sogleich in eine Abwirtsbewegung 
umzuwandeln und den Strom ein- bzw. auszuschalten. Um zu_ ver- 
hindern, dab bei nicht rechtzeitigem Ausschalten des Stromes der 
Anprall der Hubgefale an die am Ende der Spindel angebrachten 
Gummipuffer zu stark wird, sind am oberen und unteren Spindelende 
automatische Stromunterbrecher eingebaut. Die elektrische Anordnung 
ist in Abb. 1 schematisch dargestellt. 


! Grafe, Strieck, Otto-Martiensen Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 54, 
613, 1920. 
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Abb. 1. 
1 Stromquelle. 2 Stromwender. 3 Motor. 4 Spindel mit Unterbrecher. 
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Verbesserungen am Gasanalysenapparat nach Carpenter. 3 


Durch eine gelenkartige Verbindung labt sich letztere tiirartig 
gegen die in der Mitte laufende Spindel verschieben, so daB die Uber- 
sicht tiber die beiden Gasanalysenapparate, die nun von einer Person 
bedient werden, eine bessere ist. Auch gestattet diese Anordnung eine 
bessere Ausnutzung des Raumes und der Lichtverhiltnisse. Eine 
Aufwartsbewegung dauert etwa 3 Sekunden, eine Abwiartsbewegung 
2 Sekunden. Da die QuecksilberhubgefaBe sich leicht aus ihren Haltern 
entfernen lassen, ist eine Benutzung mit der Hand, genau wie vor der 
Einfiihrung des Apparates, im Falle des Stromversagens mdoglich. 
Dieser eben beschriebene Hilfsapparat gestattet, die Dauer einer Gas- 
analyse fast um die Halfte zu verkiirzen. Die Abb. 2 zeigt zwei an 
unserem Hilfsapparat montierte Gasanalysenapparate. 

Die zweite Anderung des Gasanalysenapparates selbst gestattet 
nun, die Dauer einer Analyse noch mehr abzukiirzen. Das Prinzip 
der Anderung ist: Das mit der zu analysierenden Luftprobe in Be- 
rihrung gekommene Pyrogallol wird in ein Reservoir gedriickt, und 
frisches Pyrogallol lauft durch die Luftprobe. Der zweite Schenkel 6 
der Sauerstoffabsorptionspipette (s. Abb. 3) ist in ein gréBeres Reservoir 
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Abb. 3. 


umgeandert, das etwa 500 com Fassungsvermégen hat. Dieses Reservoir 
hat in seinem unteren Teil ein Glasventil ¢, das nur das Einlaufen von 
Fliissigkeit aus der Pipette @ gestattet. An der obersten kugeligen 
Erweiterung von a ist ein nach unten abgebogenes Rohr angeschmolzen, 
das unterhalb der Verbindung zwischen @ und / gefiihrt, nach oben 
umbiegt und in den oberen Teil des Reservoirs / miindet. Der Aus- 


gangspunkt des Rohres bei ¢ liegt etwa 6 cm héher als die Einmiindungs- 
stelle d in das Reservoir. Die KompensationsgefaBe f und g sind un- 
verandert geblieben. An das die beiden Schenkel der Sauerstoff- 
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4 Fr. Strieck: Verbesserungen am Gasanalysenapparat nach Carpenter. 


absorptionspipetten @ und 6 verbindende Glaszwischenstiick sind zwei 
AblaBéffnungen eingeschmolzen, um eine bequemere Fiillung und 
Reinigung der GefaBe zu ermoéglichen. 

Wird nun durch Heben des QuecksilberhubgefiBes die Luft in 
die Sauerstoffabsorptionspipette d getrieben, so sinkt der Spiegel des 
Pyrogallols, das Ventil des Reservoirs 6ffnet sich, und das Pyrogallol 
steigt in dem Reservoir hoch. Bei der Abwartsbewegung des Hub- 
gefaBes schlieBbt sich das Ventil c¢, das ,,verbrauchte’ Pyrogallol bleibt 
in den unteren Abschnitten verteilt, und durch die beiden Steigschenkel 
flieBt von oben in die Sauerstoffabsorptionspipette a frisches Pyrogallol 
an den Kugeln vorbei, dabei mit der Luftprobe in innigste Beriihrung 
kommend. 

Somit wird durch diese Anderung, die leicht an jedem Carpenter- 
schen Gasanalysenapparat anzubringen ist, die Analysendauer wesentlich 
gekiirzt. Infolge des gréBeren Reservoirs braucht der Apparat erst 
nach etwa 100 Analysen neu gefiillt zu werden, was wiederum eine Zeit- 
ersparnis bedeutet, zumal nach jeder Fiillung (friiher nach 10 bis 
15 Analysen) eine Vor- und Au®enluftanalyse gemacht werden mub. 

Es ist einer Person bei Beherrschung der Technik ohne Schwierig- 
keiten méglich, mit Hilfe der oben beschriebenen Anderungen eine 
Doppelanalyse in 12 bis 14 Minuten auszufiihren. 

Der Versuch, den Betrieb des Apparates ganz automatisch ein- 
zurichten, scheiterte daran, daB die beiden Kapillaren des geeichten 
Luftreservoirs nicht denselben Durchmesser haben und daher  beide 
Apparate nicht gleichmaBig arbeiten. 

Wir arbeiten an unserer Klinik seit ungefahr 11, Jahren mit dem 
Apparat, ohne da®B trotz taglicher Benutzung gréBere Betriebsstérungen 
eingetreten sind. 

Zusammenfassung. 

Es werden zwei Anderungen des Carpenterschen Gasanalysen- 
apparats beschrieben, die es erméglichen, eine Doppelanalyse in 12 bis 
14 Minuten durchzufiihren. Die gleiche Vorrichtung laBt sich an jedem 
anderen Gasanalysenapparat anbringen. 
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Uber das Verhalten der Harnquotienten €:N und Vakat-0:N 
beim Phlorrhizindiabetes'. 


Von 


A. Robert Peskin (New York). 





(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitét Berlin.) 


(Eingegangen am 9. August 1928.) 


Das Problem des Phlorrhizindiabetes kann durch folgende Frage- 
stellungen prazisiert werden: 1. Handelt es sich beim Phlorrhizin- 
diabetes [v. Mering (4)] lediglich um eine grandiose Zuckermobilisation 
wegen des gewaltigen Zuckerabflusses durch die Nieren infolge einer 
lokalen renalen Stérung {Zuntz (1)]? 2. Oder handelt es sich um eine 
Stérung in der Zuckeroxydation [Gaebler (2)]? Oder gehen beide Arten 
der Stérungen (1 und 2) nebeneinander her [Ringer (3)]? Unberiihrt 
bleibt durch diese Fragestellungen die unbestrittene Tatsache, dab 
das Phlorrhizin, abgesehen von den Anderungen, die es im Kohlehydrat- 
stoffwechsel macht, einen allgemeinen 7Zellreiz darstellt, der zu ge- 
steigertem EiweiS und Fettumsatz bei ungefaihr normaler Oxydation 
dieser Substanzen fiihrt. 

Eine Méglichkeit der Genese des Phlorrhizindiabetes scheint mir 
bis heute noch nicht geniigend erwogen zu sein. Es kénnte ja auch 
das Phlorrhizin primar auf die glykogenolytischen Leberkrafte wirken, 
kénnte eine Stérung der Leberfunktion herbeifiihren, Glykogen ge- 
niigend stark und lange festzuhalten. 

Es wiirde zu weit fiihren, wollte ich hier die ganze Literatur des 
Phlorrhizindiabetes besprechen. Ich will nur darauf hinweisen, daB auch 
amerikanische Forscher sich vielfach dem Studium des Phlorrhizindiabetes 
widmeten, ohne allerdings eine definitive Entscheidung der oben auf- 
geworfenen Fragen herbeifiihren zu kénnen. Auf der einen Seite fanden 
so z. B. Syles und Lusk (10), Zonka (11), Nash (12), Wierzuchowski (14), 
Deuel und Chambers (15), da®B an phlorrhizinvergiftete Hunde verfiitterter 
Zucker zu 80 bis 90°, wieder im Harn erscheint, wihrend andere Autoren, 

! Die Arbeit ist mit Hilfe eines Stipendiums des Beth Israel Hospitals 
in New York ausgefiihrt worden. 
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wie Deuel, Wilson und Milhorat (16) den verfiitterten Zucker unter solchen 
Umstanden nur unvollstaéndig im Harn wiederfanden und Lusk (7) endlich 
nach Zuckergaben keine Steigerung des respiratorischen Quotienten beim 
Phlorrhizindiabetes fand. Demgegeniiber sah Gessler, worauf Grafe (21) 
besonders hinweist, daB die intravenése Injektion gréBerer Zuckermengen 
beim Phlorrhizindiabetes auch zu einer gesteigerten Zuckerverbrennung 
fiihrt. 

Nun hatte Gottschalk (20) in Neubergs Institut vor wenigen Jahren 
durch Versuche in vitro zeigen kénnen, daB Phlorrhizin die Zuckeroxydation 
hemmt. Fraglich blieb allerdings, ob das auch fiir den lebenden Tierkérper 
zutraife. Dafiir war bisher kein Beweis erbracht worden. Ja, es hatten 
A. R. Mandel und Graham Lusk (17) schon im Jahre 1903 zeigen kénnen, 
daB wenigstens in den friiheren Stadien des Phlorrhizindiabetes der sich 
von der Oxybutterséure und anderen abnormen Produkten mit Ausnahme 
des Zuckers und des Phlorrhizins selbst ableitende Harnkohlenstoff nicht 
nennenswert vermehrt ist. Das sprach gegen eine partielle, qualitative 
Oxydationshemmung des Phlorrhizins. 

Um diese Frage weiter zu klaren, hatte im Jahre 1926 7’. Kanamori (18) 
im hiesigen Laboratorium das Verhalten des Harnquotienten C: N beim 
Phlorrhizindiabetes des Hundes studiert, und zwar speziell des sogenannten 
Restquotienten, d. h. des Quotienten, den man bei der Division des Harn-N 
durch diejenige C-Menge bekommt, die der Harn noch nach Abzug des 
Zucker-C enthalt. 

Eine Steigerung dieses Restquotienten tiber den Wert des Quotienten 
aus Total-C: N in der der Phlorrhizinvergiftung voraufgehenden Zeit 
wiirde allerdings nur darauf bezogen werden kénnen, da8 bei der Phlorrhizin- 
vergiftung neben dem Zucker noch andere mangelhaft oxydierte C-Ver- 
bindungen mit reichem C-Gehalt in abnormer Menge durch den Harn 
ausgeschieden wiirden, daB also durch das Phlorrhizin zum mindesten 
neben anderen Stérungen auch eine Hemmung der Oxydation in qualitativer 
Beziehung an der oder jener Stoffwechselkomponente herbeigefiihrt wiirde. 

Das wichtigste Ergebnis dieser Versuche von Kanamori war nun, 
daB es bei der Phlorrhizinvergiftung nur ausnahmsweise zu einer Steigerung 
des Restkohlenstoffquotienten des Harns kommt, und dab, wenn diese 
einmal eintritt, Ketonkérper ohne Einflu8 darauf sind. 

Eine Steigerung des Quotienten C:N setzt nun immer eine relative 
Vermehrung des dysoxydablen C voraus, also eine vermehrte Ausscheidung 
von Substanzen, die reich an C sind. Nach Abzug des Zuckers werden 
solcherlei Substanzen — das zeigt die Arbeit Kanamoris — nicht regel- 
mabig und, wenn es geschieht, nur in geringer Menge durch den Harn 
ausgeschieden. 

Nun lag aber die Méglichkeit vor, daB beim Phlorrhizindiabetes, 
abgesehen vom Zucker, nicht so sehr C-reiche, als vielmehr H-reiche 
Stoffe als Produkte einer qualitativ herabgesetzten Oxydation in abnorm 
groBer Menge im Harn erscheinen kénnten. Dann ware es erklarlich, 
warum der Rest-Kohlenstoffquotient des Harns beim Phlorrhizin- 
diabetes so wenig charakteristische Anderungen zeigt. Dann aber 
mubte der Oxydationsquotient des Harns, Vakat-O : N, und zwar auch 
wieder der Rest-Oxydationsquotient, d.h. der nach Abzug des fiir den 
Harnzucker erforderlichen Vakat-O erhaltene Quotient Vakat-O: N 
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regelmaBig und deutlich gesteigert sein. Einen solchen Befund hatte 
E. Biittner (19) bei phlorrhizinvergifteten Ratten erhoben. 

Nun entstand die Frage, ob die Differenzen in den Befunden von 
Kanamori an Hunden und von Biittner an Ratten etwa darauf beruhten, 
daB das Phlorrhizin bei beiden Tieren verschieden wirkte, d. h. bei den 
Ratten eine qualitative Herabsetzung der Oxydation herbeifiihrte, 
wihrend es eine solche beim Hunde nicht oder nur unvollkommen 
hervorbringen kénnte, oder ob in der Tat bei beiden Tieren unter der 
Phlorrhizinwirkung der Rest-C: N-Quotient nur unregelmaBig und 
gegebenenfalls iiberhaupt nur in geringem Umfange, der Rest-Vakat- 
O: N-Quotient aber regelmaiBig und in erheblichem Grade erhéht 
wiirde. Traf letzteres zu, dann konnte es sich, abgesehen vom Zucker, 
eigentlich nur um sehr H reiche, aber an C relativ arme Stoffe handeln, 
die als Produkte einer qualitativ verringerten Oxydation bei der Phlor- 
rhizinvergiftung im Harn erscheinen. Daf es sich dabei aber keines- 
falls um Ketonkérper handeln kénne, war nach den Befunden von 
Mandel und Graham Lusk, wie von Kanamori von vornherein klar. 

Um diese hier aufgeworfenen Fragen zu entscheiden, habe ich 
folgende Versuche angestellt, bei denen die Harnquotienten C: N 
und Vakat-O: N bzw. die ihnen entsprechenden Rest-Quotienten an 
den Harnen von Hunden und Ratten vor und nach der Phlorrhizin- 
vergiftung bestimmt wurden. ; 

Ich nehme die Ergebnisse meiner Versuche hier vorweg. Bei dem 
Hunde Nr. 1, der wihrend des ganzen Versuchs eine taglich quantitativ 
und qualitativ gleichartige gemischte Kost erhielt, war die durch- 
schnittliche Lage der Quotienten in der achttagigen Vorperiode folgende : 
C:N = 0,539 und Vakat-O: N = 0,835. In der daran anschlieBenden 
16tagigen Phlorrhizinperiode waren nach Abzug des Harnzucker-C 
bzw. des auf den Harnzucker entfallenden Vakat-O des Harns vom 
Gesamt-C bzw. Gesamt-Vakat-O des Harns die Werte folgende: 
C: N = 0,729, Vakat-O: N = 1,214. Dabei waren in der Phlorrhizin- 
periode die Rest-C bzw. Rest-Vakat-O-Werte im Vergleich zu den Total-C 
bzw. Total-Vakat-O-Werten der Vorperiode erhéht, die absoluten N- 
Mengen etwas herabgesetzt. 

Aus diesem Versuch ergibt sich also, daB unter der Phlorrhizin- 
wirkung der nicht auf den Harnzucker entfallende dysoxydable Harn-C 
ein wenig, der Vakat-O aber starker im Vergleich zum Harn-N und auch 
absolut erhéht ist. Eine Ketonorie kommt als Ursache dieser Erscheinung 
nicht in Frage. Es haftet also der Phlorrhizinglykosorie eine dysoxydative 
Stérung an, die aber vor allem an dem Vakat-O des Harns zum Ausdruck 
kommt. Daraus geht hervor, dab die beim Phlorrhizindiabetes im Harn 
in vermehrter Menge auftretenden schlecht oxydierten Substanzen, 
abgesehen vom Zucker und Ketonkérpern, Stoffe sein miissen, die 
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12 A. R. Peskin: 


sehr wasserstoffreich sind; auch der Schwefel ist natiirlich zu_be- 
riicksichtigen. Aber besonders C-reich kénnen diese Substanzen jedenfalls 
nicht sein. 

Bei dem Hunde Nr. 2 gab ich als Futter taglich die gleiche Menge 
frischen gehackten Pferdefleisches, ernahrte ihn also im Gegensatz zum 
ersten Hunde sehr eiweibreich. 

Das Ergebnis dieses Versuchs war prinzipiell identisch mit dem- 
jenigen des Versuchs am Hunde Nr. 1. Die Differenz bei den Quotienten 
C: N in den beiden Perioden war nur noch geringer als in dem ersten 
Versuch, und im Gegensatz zu diesem war in dem zweiten Versuch 
die N-Ausscheidung in der Phlorrhizinperiode im Vergleich zur Vor- 
periode erhoéht. 

Ich wende mich der Besprechung der Rattenversuche zu. Die 
Ratten bekamen Leibnitzkeks nach Belieben zu fressen und erhielten 
auBerdem pro Tier und Tag 10 ccm frische Kindermilch. 

Bei der Ratte Nr. 1 bestimmte ich den Quotienten C: N, bei der 
Ratte Nr. 2 den Quotienten Vakat-O: N. Der Harnzucker wurde nicht 
wie bei den Hundeversuchen polarimetrisch, sondern titrimetrisch 
nach Hagedorn-Jensen bestimmt. Bei der Ratte Nr. 1 war in der Phlor- 
rhizinperiode der Rest- Quotient C: N betrachtlich héher als der Total- 
Quotient C: N in der Vorperiode, bei der Ratte Nr. 1 verhielt sich der 
Oxydationsquotient bzw. der Rest-Oxydationsquotient in ganz ahnlicher 
Weise. 

Wiahrend die absoluten Harn-N-Werte in der Phlorrhizinperiode 
bei der Ratte Nr. 1 leicht vermindert, bei der Ratte Nr.2 eine Spur 
erhéht waren im Vergleich zur Vorperiode, war der Rest-C und noch 
viel mehr der Rest-Vakat-O-Wert in der Phlorrhizinperiode ganz 
betrachtlich erhéht. 


Zusammenfassung. 


Beim Phlorrhizindiabetes des Hundes und der Ratten werden 
auBer dem Zucker noch andere dysoxydable Stoffe in vermehrter 
Menge durch den Harn ausgeschieden, die vor allem wasserstoffreiche 
Substanzen sein miissen, und unter denen Ketonkérper keine Rolle 
spielen. 

Anhangsweise sei noch bemerkt, daB die Leber der phlorrhizin- 
vergifteten Tiere glykogenfrei war und daB sich in den Organen der 
Hunde, besonders in den Lebern fettige Degenerationen nachweisen 
lieBen. 

Experimenteller Teil. 

Zur Technik der Versuche ist folgendes zu sagen: Der Harn der Tiere 

wurde immer aufgefangen in GefaéBen, die in einer Kaltemischung standen. 


Dadurch, da®B der Harn sofort abgekiihlt und dann bei der Temperatur in 
der Nahe von 0° aufbewahrt wurde bis zur Analyse, wurde verhindert, 














n. 
in 





Verhalten des Harnquotienten beim Phlorrhizindiabetes. 13 


daB der Zucker sich zersetzte, und dadurch etwa der Harn an nicht 
reduzierenden Zuckerabbauprodukten angereichert wurde, wodurch natiirlich 
eine starke Beeinflussung der Restquotienten méglich gewesen wiire. Det 
Stickstoff wurde nach Ajeldahl, der Kohlenstoff nach der in der Arbeit 
von Gomez beschriebenen Methode, der Vakatsauerstoff nach der Methode 
von Helmut Miller bestimmt. Der Zucker wurde bei den Hundeversuchen 
polarimetrisch, bei den Rattenversuchen titrimetrisch nach der Methode 
von Hagedorn-Jensen bestimmt. 

Die Periodendurchschnittsquotienten wurden folgendermaben — be- 


rechnet. Es wurde der Periodendurchschnittswert fiir den Stickstoff, 
den Kohlenstoff und den Vakatsauerstoff berechnet. und dann wurden 
diese Werte dividiert. Bei der Berechnung der Restquotienten wurde 


lg Dextrose O4g¢ C und Ig Dextrose 107 ¢ Vakat-O gesetzt. 
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Zur Methodik der Blutmikroanalyse. 
Von 
1. Teploff. 


(Aus der Fakultatsklinik fiir innere Krankheiten des Leningrader Medizini- 
schen Instituts.) 


(Eingegangen am 16, August 1928.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Gut aufgebaute Mikromethoden zur quantitativen Bestimmung 
der Blutbestandteile bieten doch erheblich technische Schwierigkeiten, 
was fiir ihre weitgehende Anwendung unter den Bedingungen der 
Krankenhaus- und sogar der klinischen Arbeit ein Hindernis darstellt. 


Aus diesem Grunde strebt eine Reihe von Autoren danach, die Methodik 
im Sinne threr Vereinfachung zu vervollkommnen (Citron, Krane, Kriiger, 
Klein u. a.). Die wesentlichsten Momente in der Mikroanalyse des Blutes 
sind: genaue Abmessung, gréBtméglichst vollkommene Abtrennung der 
Fliissigkeit von den Sedimenten nach dem Zentrifugieren und endlich das 
Titrieren. Fiir die Titration haben Bang, Pincussen, Hagedorn u. a. Mikro- 
biiretten vorgeschlagen, die auf der nachstehenden Abbildung dargestellt 
sind. Sie werden zurzeit bei der Mikroanalyse meist verwendet. 

Jedoch weist schon die Mannigfaltigkeit der Mikrobiiretten auf ihre 
Unvollkommenheit hin. In der Tat ist die Arbeit mit ihnen mit einer ganzen 
Reihe von Schwierigketten verbunden. Die wesentlichste Schwierigkeit 
ist das Vorhandensein zweier Glashahne, die sehr gut angeschliffen sein 
miissen, um im geschlossenen Zustande gar keine Fliissigkeit durchflieBen 
zu lassen. Dabei ist das Einschmieren derselben mit sich oxydierenden 
Substanzen nicht immer angemessen. Unter diesen Bedingungen werden 
sogar ideal angeschliffene Vakuumhahne nach einiger Zeit abgerieben, sie 
liegen nicht fest an und héren auf, die Fliissigkeit zuriickzuhalten. Die 
Titrationsfliissigkeit beginnt. nach der Einstellung des Ausgangsniveaus 
bei Beginn des Titrierens bisweilen an den Enden der Glashahne hervor- 
zutreten, aus dem Behalter hindurchzusickern oder in der Mikrobiirette 
von Hagedorn umgekehrt in den Behalter niederzusteigen, weshalb sich 
allmahlich das Niveau der Fliissigkeit in der Mikrobiirette verandert. 

Diese Niveauveranderung laBt sich nicht abschatzen und wird gréoBten- 
teils nur zufallig bemerkt. Indessen spielt ein jedes hundertstel Kubik- 
zentimeter der Titrationslésung eine groBe Rolle in der Berechnung der 
Ergebnisse der Mikroanalyse. 

Sehr fest anliegende Hahne haben ihrerseits ihre negativen Eigen- 
schaften: sie bleiben mitunter stecken; um sie zu drehen, ist in solchen 
Fallen eine groBe Anstrengung notwendig, weshalb oft anstatt des er- 
forderlichen einen Tropfens aus dem Hahn ein ganzer Strahl der Titrations- 
lésung herausflieBt und die ganze Arbeit vernichtet. 
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Ferner ist es stets ein schwieriges Unternehmen, die Anfiillung der 
Mikrobiiretten von Bang und Pincussen ohne Luftblaschen auszufiihren. 

Endlich ist das Reinigen der Mikrobiiretten, ihre Versendung und 
eine ganze Reihe anderer Manipulationen an denselben recht schwierig, 
weil sie ziemlich zerbrechlich sind. 

Das alles veranlaBte mich, ein Titrationsverfahren mitzuteilen, 
das mir die Méglichkeit gab, weil es die erwahnten Mangel nicht 
besitzt, die Anwendung der Mikrobiiretten bei der Blutmikroanalyse 
aufzugeben. 

Die Titration geschieht mit gewéhnlichen Pipetten von | oder 
2cem Inhalt mit solch einem Lumen (langer Skala) und feiner Spitze. 
welche die Méglichkeit gibt, eine méglichst groBe Tropfenanzahl aus 
leem zu erhalten. 

Das Anfiillen der Pipette und das Verdriingen der Fliissigkeit 
aus derselben geschieht durch Aus- und Einpumpen von Luft in dieselbe 
mittels eines einfachen Gummiballons von 30cem Inhalt mit einer 
Spitze, der durch eine diinne Gummiréhre, die etwas linger als die 
Pipette selbst ist, mit der Pipette verbunden ist. 

Der Gummiballon wird mittels einer Schraubenklemme, welche 
der Hoffmannschen Klemme analog ist, aber nur breitere Lamellen 
hat, zusammengeprebt bzw. erweitert. Natiirlich lieB sich jede beliebige 
Klemme anwenden, welche einen ziemlich breiten Schraubenkopf und 
verhaltnismaBig diinne Windungen hat. um ein allmahliches Zusammen- 
pressen und Erweitern des Ballons zu erméglichen. 

Die Pipette und die Klemme mit dem Ballon werden auf einem 
Stativ befestigt. Die ganze Einstellung ist auf der beigefiigten Abbildung 
dargestellt. 


=> 


ee 























Abb. 1. 
Mikrobiiretten « nach Bang, 6 nach Pincussen, ¢ nach Hodedorn, 
d Titrationsverfahren des Verfassers 
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Die ganze Einrichtung laBt sich in jedem Laboratorium zusammen- 
stellen. Bei gut angepaBten Vereinigungen der Gummirdéhre verindert 
die in die Pipette eingesogene Fliissigkeit sehr lange ihr Niveau nicht. 

Das tropfenweise Verdringen der Fliissigkeit aus der Pipette 
wahrend der Titration fiihrt man durch Zusammenpressen des Ballons 
vermittelst einer sehr leichten Schraubendrehung aus, was mit 
jeder beliebigen Geschwindigkeit geschehen kann. Ein abzuflieBen 
drohender unniitzer Tropfen kann durch eine Schraubendrehung 
nach der umgekehrten Seite in die Pipette zuriickgesaugt werden. 
Auf diese Weise besteht das ganze Titrationsverfahren in einer ruhigen 
Arbeit mit dem Képfchen der Schraubenklemme; die Handhabung 
desselben ist unvergleichlich leichter als diejenige mit den Glashihnen. 

Einige hundert Bestimmungen der Blutelektrolyten (K, Ca, Cl 
und anorganisches P), die von mir seit dem Jahre 1926 zusammen 
mit den Arzten W. 7. Uwerskaja, A. 1. Koschewnikowa, E. A. Dobro- 
chotowa, E. A. Kleinmann und den Studentinnen NV. W. Markowa und 
A. W.Glasowa ausgefiihrt sind, haben die praktische Verwendbarkeit 
der von mir vorgeschlagenen Methode und ihre Vorziige vor den Mikro- 
biiretten aller erwahnten Modifikationen gezeigt. 

Vor kurzem erfuhr ich, daB ein dem beschriebenen  analoges 
Titrationsverfahren vermittelst der Pipetten selbstindig auch mit 
Erfolg in der gemeinsamen Arbeit von S. A. Sischerbakow, W. R. 
Dmitriew und St. A. W. Kibjakow fiir das Titrieren mit Kaliumper- 
manganat bei der Mikrobestimmung des Calciums im Blutserum der 
Hunde angewandt worden ist. 

Die beschriebene Methode wird von uns in gleicher Weise auch 
fiir das Titrieren mit sich unter dem EinfluB von Luft verandernden 
Lésungen gebraucht. I) diesen Fillen wird die Titrationslésung in 
die Pipette nicht aus einer gewohnlichen Flasche gesogen, sondern 
aus einer kleinen, weithalsigen Flasche mit zwei Offnungen in dem 
Korkstopfen. In eine der Offnungen tritt die Luft ein, welche 
die entsprechende Absorptionsvorrichtung fiir die schadlichen Bei- 
mengungen passiert hat, in die andere senkt man bis zum Boden eine 
oben mit einem Stopfen verschlossene Glasréhre, die etwas breiter ist als 
der auBere Durchmesser der Pipette, aus ihr wird eben die Fliissigkeit 
in die Pipette gesogen. Die zweite Rohre éffnet man nur wahrend 
des Einsaugens der Liésung in die Pipette. Die Pipette, die verbindende 
Gummiréhre und der Ballon selbst werden gleichfalls mit der von 
der schidlichen Beimengung befreiten Luft gefiillt, d.h. mit Luft. 
welche die entsprechende Absorptionsvorrichtung passiert hat. 

AuBer dem Titrieren ist ein derartiges Verfahren sehr bequem 
fiir die genaue Abmessung der Reagenzien wahrend der Mikroanalyse 


mittels der Pipetten. 
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Besonders bequem ist die Abmessung und die Verteilung des 
Serums, wenn wir fiir die Analyse jeden Tropfen desselben auszunutzen 
suchen, ohne das auf dem Boden des Reagenzglases sich befindende 
Erythrocytensediment mit zu fassen. Zu diesem Zwecke wende ich 
nur eine Pipette an, die die Nullinie an der unteren Offnung hat, wahrend 
ich fiir die Titration eine Pipette mit der umgekehrten Graduierung 
der Skala anwende. 

Die Abtrennung der Lésung vom Niederschlag nach dem Zentri- 
fugieren geschieht gewohnlich entweder durch Umkippen des Glases 
nach Clark oder durch Ausblasen der Fliissigkeit nach Kramer- Tisdall. 

Die erste Methode ist nur fiir fest am Boden des Reagenzglases 
haftende Niederschlage anwendbar, die zweite hat auch Mangel, welche 
Krane veranlaBten, vor kurzem eine ziemlich komplizierte Vorrichtung 
fiir das Absaugen der Fliissigkeiten von dem Sediment vorzuschlagen. 

Bei unserer Arbeitsweise geschieht das Absaugen der Fliissig- 
keiten vom Niederschlag ebenso wie das Absaugen des Serums von 
dem Gerinnsel mittels gewéhnlicher Vollpipetten mit feiner Spitze. 
Durch Schraubendrehung wird die Fliissigkeit unter der Kontrolle 
des Auges fast vollstindig und ohne die geringste Beimischung des 
Sediments abgesaugt. 

Da in der letzten Zeit wieder eine Reihe vervollkommneter Mikro- 
biiretten zum Vorschlag gebracht sind (Citron, Kriiger, Klein u. a.), 
scheint es mir zweckmaBig, die Aufmerksamkeit auf die beschriebene 
Methode der Verwendung einfacher Pipetten fiir die Titration und eine 
Reihe anderer Manipulationen bei der Blutmikroanalyse zu _ richten. 
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Katalasezahl 
und Katalaseindex des Blutes neugeborener Katzen. 
Von 
F. v. Kriiger. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des physiologischen Instituts 
der Universitat Rostock.) 


(Eingegangen am 21. August 1928.) 


Als ich gerade mit Untersuchungen iiber die katalatische Wirkung 
des Blutes hungernder und durstender Katzen beschaftigt war, gab 
mir der Zufall einen Wurf neugeborener Katzchen in die Hinde. Zugleich 


wurde mir die Mutterkatze, ein schines, reinweiBes Exemplar, zur 
Ernahrung ihrer fiinf 6 Tage alten Jungen freundlichst fiir einige Tage 
zur Verfiigung gestellt. Ich glaubte, diese giinstige Gelegenheit nicht 
unbenutzt voriibergehen lassen zu diirfen, und entschloB mich daher 
zu einer Bestimmung der Katalasezahl und des Katalaseindexes fiir 
das Blut der neugeborenen Tierchen, und das um so mehr, als meines 
Wiasens solche Untersuchungen bisher noch nicht vorliegen. Nur in 
bezug auf den menschlichen Neugeborenen und Siaugling finden wir 
einige wenige Angaben. 

So fand Nissen’ den Katalasegehalt fiir das Blut Neugeborener héher 
als den fiir das Blut Erwachsener, und nach Térdék? soll es einen besonders 
hohen Katalasegehalt aufweisen. Skworzov, Iljina und Melentjeva*, welche 
die Katalasezahl im Blute von Kindern bis zum 2. Lebensjahre bestimmten, 
fanden dieselbe im ersten Lebensmonat sehr hoch, namlich in 77° der 

‘alle zwischen 18 und 21, wahrend er bei Erwachsenen nach Bach und 
Zubkova* zwischen 14 und 18 schwankt. Bischof/* gibt die Grenzen fiir das 
Blut Erwachsener mit 12,72 und 18,76, im Mittel 16,3, an und ich selbst 
fand im Mittel 16,26, mit einem Minimum von 13,2 und einem Maximum 


1 R. Nissen, Zeitschr. f. klin. Med. 92, 1, 1921. 

2 Térék, zitiert nach Bischoff, s. unten. 

8 Skworzov, Iljina und Melentjeva, zitiert nach Ber. iiber d. ges. Physiol. 
35, 680. 

4 Bach und Zubkova, diese Zeitschr. 125, 283, 1921. 

5 H. Bischoff, Arch. f. Kinderheilkde. 82, 189, 1927. 
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von 20,7. Es sei hierzu bemerkt, daB die Werte aller angefiihrten Autoren 
nach derselben von Bach und Zubkowa angegebenen Methode gewonnen 
und daher direkt miteinander vergleichbar sind. 

Der von Bischoff fiir den ersten Lebensmonat erhaltene Wert fiir die 
Katalasezahl (15,7) steht in einem Widerspruch zu der Angabe von Skworzov 
und seinen Mitarbeiterinnen, die, wie bereits oben erwahnt, im ersten 
Monat in 77%, der Fille einen Wert von 18 bis 21 fanden. Bischoff sagt 
nun in bezug auf diesen Widerspruch: ,,[ch kann mir die Angaben Skworzovs 
fiir den ersten Monat nur so erklaren, daB er die Neugeborenen ohne Unter- 
schied mit eingerechnet hat; nach Térék und Nissen hat aber das Blut 
Neugeborener einen besonders hohen Katalasegehalt !**! 

Vorausgesetzt, daB der Katalaseindex fiir das Blut Neugeborener 
nicht wesentlich nach der negativen Seite von dem des Blutes Erwachsener 
abweicht, wird Bischoff mit seiner Annahme wohl das Richtige getroffen 
haben, denn erstens ist die katalatische Fahigkeit des Blutes an die Form- 
elemente desselben gebunden, und zwar in erster Linie an die roten Blut- 
kérperchen — die Leucocyten kommen praktisch kaum in Betracht - 
und zweitens ist bekanntlich beim Menschen die Zah] der Erythrocyten in den 
ersten Tagen nach der Geburt weit gréBer als zu irgend einer anderen Zeit 
des Lebens, woraus sich ohne weiteres ein erhéhtes katalatisches Vermégen 
fiir das Blut Neugeborener ergibt, wenn man, wie Bischo// es offenbar auch 
tut, unter ,,Neugeborenen“‘, zum Unterschied von Saéuglingen, Kinder in 
den ersten acht Lebenstagen versteht. 

Leider sind bei Bischoff keine niheren Angaben iiber den Katalase- 
index in den einzelnen Monaten des Saéuglingsalters und in den verschiedenen 
Perioden des Kindesalters zu finden. Nur an einer Stelle erwahnt er kurz, 
daB er in 150 Fallen denselben berechnet habe, und schreilit: ,,Er betrug 
fiir mannliche Saéuglinge und Kinder im Mittel 3,8, fiir weibliche Saéuglinge 
und Kinder im Mittel 4,0°°®. Auch die Schwankungsbreite ist nicht erwaihnt. 
Aus dieser kurzen Mitteilung diirfte der SchluB gezogen werden, daS8 der 
Katalaseindex bei Kindern im allgemeinen héher sei als bei Erwachsenen, 
denn fiir solche fand ich ihn in: Mittel mit 3,2 (Minimum 2,8, Maximum 3,8). 
Denselben Wert erhalten wir, wenn wir aus der von Bischo// gefundenen 
mittleren Katalasezahl fiir das Blut Erwachsener den Katalaseindex unter 
Zugrundelegung von durchschnittlich 5 Millionen Erythrocyten im Kubik- 
millimeter Blut berechnen, naémlich 3,26. 

Ob wir aber berechtigt sind, obigen SchluB zu ziehen, und ob der 
Katalaseindex im Kindesalter tatsiichlich héher ist als im spiteren Alter, 
mu meiner Ansicht nach zundchst noch dahingestellt bleiben, schon 
in Anbetracht der Kleinheit des Unterschiedes, den die Zahlen Bischo//s 
aufweisen. Zur Lésung dieser Frage, die, wir mir scheinen will, viel wichtiger 
ist und eine gréBere praktische Bedeutung haben diirfte als die Frage 
nach der Katalasezahl, sind daher noch weitere diesbeziigliche Unter- 
suchungen erforderlich, um so mehr, als Bischoff seine Angaben nur ganz 
allgemein, ohne Belege und ohne Hinweis auf die Schwankungsbreite 
macht und tiberhaupt den Katalaseindex nur ganz nebenbei erwihnt. 


Ich gehe nun zu den Ergebnissen meiner Untersuchungen an 
neugeborenen Katzen iiber. 


1 H. Bischojj/, a.a.O., 5. 191. 
2 Derselbe, a.a.O., S. 195. 
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Zur Bestimmung der Katalasezahl, d. h. der katalatischen Wirkung 
des Blutes, ausgedriickt in Milligramm Wasserstoffsuperoxyd, die im 
Laufe einer halben Stunde durch | emm Blut zersetzt werden, bediente 
ich mich, wie auch in meinen bisherigen Arbeiten, der Methode von 
Bach und Zubkowa. Die Bestimmungen wurden bei 20° C ausgefiihrt. 

Die Blutkérperchenzihlung geschah nach T'homa-Zeiss unter 
Verwendung von Hayemscher Lésung zur Verdiinnung des Blutes. 

Aus den Ergebnissen der Katalasebestimmung und der Blut- 
kérperchenzihlung wurde der Katalaseindex in der bekannten Weise 
berechnet. 

Meine Befunde an neugeborenen Katzen, an die ich noch die an 
je einem Katzchen von 6 und von 8 Wochen gewonnenen anschlieBe, 
sind in folgender tabellarischen Zusammenstellung wiedergegeben. 
Zur Eriauterung der Tabelle sei hinzugefiigt, daB unter Bk.-Z. die 
Erythrocytenzahl im Kubikmillimeter Blut in Millionen, unter K.-Z. 
die Katalasezahl und unter K -[. der Katalaseindex zu verstehen ist. 

Zum SchluB sind noch die von mir gefundenen Mittelwerte fiir 
ausgewachsene Katzen angefiihrt. Die Schwankungsbreite der einzelnen 
Werte betrug fiir die Bk.-Z. 6400000 bis 8790000, fiir K.-Z. 10,4 
bis 14,9 und fiir K.-[. 1,46 bis 1,83. 





Tabelle. 
Nr. d : : 
Rta Alter F as g..c8. K.+1 
1 8 Tage 4.350 ; 7,53 1,73 
2 ° 5,000) ,0en | 9,101 -o- 1,82) « ox 
3 2 3.520 | 4,260 5.60 | 235 1167 j 175 
4 a , 3,682 | a 6,48 | 0. 138i «a 
5 i 7 3.552 | 2992 6.13 | 3! 1:73 | 1-76 
6 6 Wochen 4,749 8,00 1,69 
7 io 5,400 9.20 1,70 
Mittel: Erwachsen 7,494 12.34 1,65 





Aus den obigen Befunden ergibt sich folgendes: 

1. Die Blutkérperchenzahl ist bei 6 Tage bis 8 Wochen alten Kdtzchen 
bedeutend niedriger als bei ausgewachsenen Katzen. 

2. Die Katalasezahl ist bei ihnen entsprechend der geringeren Blut- 
kérperchenzahl ebenfalls niedriger als bei ausgewachsenen Katzen. 

3. Der Katalaseindex ist gegeniiber dem ausgewachsener Tiere nicht 
verdindert: die Werte fiir denselben liegen jedenfalls innerhalb der fiir 
erwachsene Katzen gefundenen Schwankungsbreite. 











Uber den Einflu6 des gleichzeitigen Hungerns und Durstens 
auf die Katalasezahl und den Katalaseindex des Blutes. 


Von 
F. v. Kriiger. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des physiologischen Instituts 
der Universitat Rostock.) 


(Eingegangen am 21. August 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Frage danach, wie das Blut sich in bezug auf sein katalatisches 
Vermégen wahrend des Hungerns und Durstens verhilt, hat bis auf 
den heutigen Tag kaum eine Bearbeitung gefunden. Erst in neuester 
Zeit ist sie von Bernstein! beriihrt worden. 


Bernstein fiihrte seine Untersuchungen an Tauben aus, die dem Hunger 
ausgesetzt waren, aber Wasser bekamen. Bevor er an diese Untersuchungen 
herantrat, bestimmte er zundchst an einer groBen Zahl von Tauben unter 
normalen Bedingungen und bei ausreichender Nahrung (Gerste) die Unter- 
schiede im Katalasegehalt des Blutes bei verschiedenen Tieren und die 
GréBe der physiologischen Schwankungen bei einem und demselben Tiere, 
wobei sich ergab, 1. daB Taubenblut nur sehr geringe Mengen von Wasser- 
stoffsuperoxyd zu spalten vermag —— die Katalasezahl, d. h. die von | emm 
Blut in 30 Minuten zersetzte Wasserstoffsuperoxydmenge, ausgedriickt in 
Milligrammen, betrug im Mittel nur 0,094 —, 2. da®B der Katalasegehalt 
im Blute verschiedener Tauben sehr ungleich ist — die Differenz zwischen 
der minimalen und maximalen Katalasezahl (20,9 bzw. 232,5 pro cem Blut) 
machte mehr als 1100°, aus, 3. da auch unter normalen Bedingungen 
bei ein und demselben Tiere Schwankungen bis zu 50°, seines durch- 
schnittlichen Katalasewertes auftreten. 


Aus den an hungernden, aber nicht durstenden, Tauben gewonnenen 
Ergebnissen zieht Bernstein folgende Schliisse : 


1 A. Bernstein, diese Zeitschr. 179, 313, 1926. 
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1. ,,.Der durchschnittliche Katalasewert im Blute hungernder Tauben 
unterscheidet sich nicht von der Norm.*‘ 

2. ,,Beim Hungern nimmt die Amplitude der individuellen Schwan- 
kungen zu‘*!. 

Wegen der auBerst geringen katalatischen Wirkung ihres Blutes halte 
ich Tauben nicht gerade fiir ein sehr geeignetes Material zu derartigen 
Untersuchungen und wahlte daher zu meinen Versuchen Katzen, welche 
in der Norm eine Katalasezahl von durchschnittlich 11 bis 12 aufweisen. 

Ferner beschrankte ich mich nicht, wie Bernstein, auf die Bestimmung 
der Katalasezah! allein, sondern fiihrte gleichzeitig Zahlungen der roten 
Blutkérperchen aus, um auch den Katalaseindex feststellen zu kénnen, 
dem, meiner Ansicht nach, eine weit gréBere Bedeutung, auch in klinischer 
Beziehung, zuzuschreiben ist als der Katalasezahl. 

Der Katalaseindex ist ein Begriff, der von van Thienen® eingefiihrt 

Katalasezahl 





und durch den Quotienten ausgedriickt 


Erythrocytenzah!l in Millionen 
wird. Er gibt also die unter gegebenen Bedingungen von einer Million 
roter Blutkérperchen zersetzte Wasserstoffsuperoxydmenge an. 


Bei meinen Untersuchungen, bei denen ich in dankenswerter 
Weise von den Herren cand. med. H. Heldt und H. Jacke unterstiitzt 
wurde, ging ich folgendermaBen vor: 


Zunachst wurde bei den unter normalen physiologischen Be- 
dingungen stehenden Versuchstieren an drei verschiedenen Tagen 
nachmittags zwischen 3 und 4 Uhr den Ohrvenen ein Tropfen Blut 
entnommen, die Blutkérperchen- und Katalasezahl bestimmt und der 
Katalaseindex berechnet, um die entsprechenden Normalwerte fiir 
das zu untersuchende Tier zu erhalten. Darauf wurden die Tiere auf 
absolute Nahrungs- und Wasserkarenz gesetzt und wahrend der ganzen 
Hungerperiode tiglich, wieder um etwa 4 Uhr nachmittags, in dem 
den Ohrvenen entnommenen Blute die obigen Bestimmungen ausgefiihrt. 


Nach Ablauf der Hungerperiode wurden die Katzen wieder in 
gewohnlicher Weise gefiittert und das Blut in bestimmten Zwischen- 
raumen untersucht. 


Ich entschloB mich, die Versuchstiere nicht nur hungern, sondern 
gleichzeitig auch dursten zu lassen, denn sehr haufig ist beobachtet 
worden, daB Hunde und Katzen wahrend des Hungerns auch kein 
Bediirfnis nach Wasser besitzen. So sagt z. B. P. Lackschewitz*, der 
Untersuchungen iiber die Zusammensetzung des Blutes bei hungernden 


1 a.a.O., 8. 321. 

2 van Thienen, zitiert nach C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre 
Wirkungen 5. Aufl., 2. Leipzig 1926. 

3 P. Lackschewitz, Untersuchungen iiber die Zusammensetzung des 
Blutes bei hungernden und durstenden Tieren, Inaug.-Diss. Dorpat 1893. 
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und durstenden Katzen anstellte, beziiglich der Hungerperiode: 
,.Wahrend dieser Zeit wurde den Katzen nur Wasser vorgesetzt, das 
sie jedoch, wie ich mich bald iiberzeugen konnte, nicht beriihrten. Sie 
verhielten sich hierin also ebenso wie die hungernden Tiere von Bidder 
und Schmidt, Panum und Voit". 


Hatte ich nun meinen hungernden Katzen Wasser gereicht, so 
hatte es leicht geschehen kinnen, da sie doch hin und wieder welches 
zu sich genommen hatten. Dadurch ware aber die Einheitlichkeit der 
Versuchsbedingungen gestért worden, was wieder eine Triibung des 
Bildes der Ergebnisse hatte nach sich ziehen kénnen. 


Zur Blutkérperchenzihlung benutzten wir die Thoma-Zeisssche 
Zahlkammer und zur Blutverdiinnung die Hayemsche Lésung. 


Die Bestimmung der Katalasezah! wurde nach der von Bach und 
Zubkowa' ausgearbeiteten Mikromethode vorgenommen. Es wurden 20 cemm 
Blut mittels einer Kapillarpipette genau abgemessen und quantitativ in 
einen mit etwa 15cem Wasser beschickten MeB®zylinder gespiilt und dann 
Wasser bis genau 20 ccm aufgefiillt. Man erhalt also eine Blutlésung von 
1: 1000. Von dieser Blutlésung wird sofort nach ihrer Zubereitung | cem 
in ein kleines Becherglas, in welches zuvor 7 ccm Aqua dest. abgemessen 
waren, getan und das Gemisch bei Zimmertemperatur 30 Minuten stehen- 
gelassen. Die Temperatur in unserem Arbeitsraum schwankte in der Regel 
zwischen 19 und 21°C. 

Nach Ablauf der genannten Zeit wurden in das Becherglas genau 
2eem einer 1°,igen Lésung von Perhydrol-Merck gebracht, wieder 
30 Minuten stehengelassen, darauf 3ccm einer 10°,igen Schwefelsdure- 
lésung zugesetzt und mit n/i0 Permanganatlésung titriert. 


In gleicher Weise wurden Proben mit derselben Blutlésung aufgestellt, 
nachdem sie jedoch vorher zum Sieden erhitzt war, um die Katalase zu 
zerstoren, und ebenfalls titriert. 


Die Differenz der bis zur Endreaktion verbrauchten Menge Permanganat- 
lésung fiir die gekochten und ungekochten Blutproben dient zur Berechnung 
der Wasserstoffsuperoxydmenge, welche durch die katalatische Wirkung 
von lemm Blut zersetzt wurde. In Milligrammen ausgedriickt, stellt diese 
Menge die ,,Katalasezahl* vor. 


Es sei noch bemerkt, da®B wir uns nie mit einer Bestimmung begniigten, 
sondern der Kontrolle wegen stets mehrere Proben ein und derselben 
Blutlésung aufstellten und titrierten. Unsere weiter angefiihrten Katalase- 
zahlen sind somit das Mittel aus mehreren gut iibereinstimmenden Be- 
stimmungen. 


Unsere Ergebnisse sind der Kiirze und der Ubersichtlichkeit 
wegen in Tabellenform wiedergegeben. Es bedeutet Bk.-Z. die Erythro- 


eytenzahl in Millionen im Kubikmillimeter Blut, K.-Z. die Katalasezahl 
und K.-I. den Katalaseindex. 


1 Bach und Zubkowa, diese Zeitschr. 125, 283, 1921. 








F. v. Kriiger: 


Versuch I. 





K6rpergewicht 
£ 


Bk. + Z. 


{ 6,184 
Normal 6,736 

\ 6,352 
7.000 
7440 
7,872 
8.096 
8,224 
8,008 
9,136 
8,904 


7,080 5,49 
6,232 4.94 
6.984 | 5,08 
6.447 4.90 
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Versuch II. 





Kérpcrgewicht 


‘- 


Bk. +Z. K.+Z. 


f 6,016 11,34 
Normal 6,542 10,98 
\ 7,088 10,99 


7.744 12,08 
8.064 13,72 
8.358 14,45 
8.600 14,27 
8,960 14,82 
8,606 15,19 
9,520 16,84 
9,848 16,10 
10,584 16,65 
7,756 12,63 
7,920 12.63 
7,376 12,08 
6,608 11,20 
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Zu Versuch III ist zu bemerken, daB die in der Tabelle angefiihrten 
Katalasezahlen fiir den vierten, fiinften, sechsten und siebenten Hunger- 
tag nicht den tatsiichlich bei der Bestimmung gefundenen Werten 
entsprechen, sondern einer Korrektur entspringen. Zu meiner Ver- 
wunderung fand ich nimlich an diesen Tagen trotz der gesteigerten 
Blutkérperchenzahl sehr niedrige Katalasezahlen. Sie betrugen nur 
11,55, 13,48, 11,90 bzw. 12,78. Entsprechend fielen natiirlich auch die 
Katalaseindizes ganz auBergewohnlich niedrig aus, indem sie nur 
Werte von 1,47, 1,44, 1,47 und 1,55 aufwiesen. Nach den vorher- 
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Versuch III. 








Tag Bk. +Z. K.oZ. cl. Kérpergewicht 
i. ~ 
| 6,400 11,73 | 1,83 
Normal 6.744 11,55 1,71 
6,632 11,55 1,74 2570 
1 6,992 12.43 1,78 
2 7,312 12.95 1,77 
4 7,752 13,67 1,76 
5 9,448 16,59 1,76 2210 
Hunger- 6 8,080 14.09 1,74 
periode 7 8,216 15,05 1,83 
s 8,496 15.47 181 
+) 8,128 14,70 1.80 
10 8,620 15,21 1,76 
11 8,968 15,40 1,72 1890 
2 7,504 13,30 1,77 
" 4 6,960 12,95 1,86 
Fatterung 6 6.672 12,07 1,79 
| 12 6.924 12.81 1.84 2429 


gehenden Versuchen jedoch weisen die Katalaseindizes fiir ein und 
dasselbe Individuum mehr oder weniger konstante Werte auch wihrend 
der Hungerperiode auf. Da zur Zeit dieser Bestimmungen bei uns 
gerade eine starke Hitze eingesetzt hatte, kam mir der Verdacht, dab 
méglicherweise ein EinfluB der Temperatur mitspielen kénnte, denn 
sie betrug in unserem Arbeitsraum 24 bis 26°C, wahrend sie bis dahin 
zwischen 19 und 21° C schwankte. Ich hatte geglaubt, diese Temperatur- 
schwankungen unberiicksichtigt lassen zu kénnen, da nach den Er- 
fahrungen von Bach und Zubkowa' an Menschenblut die Katalasezahl 
im Temperaturintervall von 20 bis 25°C nur einen Abfall von 18,15 
auf 17,62 = 3,3 °% aufweist, also pro Grad nur 0,66°,,. Die Erfahrungen 
an Menschenblut diirfen aber offenbar nicht ohne weiteres auf das 
Katzenblut iibertragen werden. 

Inwieweit mein Verdacht berechtigt sei, sollten folgende zwei 
Versuche lehren, in denen am achten und neunten Hungertage von 
derselben Blutlésung gleichzeitig Proben in unserem gewodhnlichen 
Arbeitsraum und in einem kihleren, fensterlosen Korridor mit niedrigerer 
Temperatur aufgestellt wurden. 

Das Ergebnis meiner Bestimmungen bestitigte die Richtigkeit 
meiner Voraussetzung, wie aus folgender Tabelle zu ersehen ist: 


1 a.a. O. 
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Die Differenz betragt also im ersten Versuche fiir einen Temperatur- 
unterschied von 4° C 19,5°%, oder 4,9°,, pro Grad, im zweiten Versuche 
17,2 bzw. 4,3°,. Durchschnittlich wird somit im Temperaturintervall 
von 20 bis 25°C die Katalasezahl bzw. der Katalaseindex mit steigender 
Temperatur pro Grad um 4,6°,, herabgesetzt. Diese Zahl benutzte ich, 
um die an den erwahnten Tagen bei der Bestimmung erhaltenen Werte 
auf eine Temperatur von 20°C umzurechnen. Auch bei den spateren 
Bestimmungen wurde stets auf die Temperatur geachtet und nétigenfalls 
eine Umrechnung auf 20°C ausgefiihrt. Diesem Umstande diirfte es 
zuzuschreiben sein, dai die Werte fiir den Katalaseindex im Versuch III 
Schwankungen innerhalb viel engerer Grenzen zeigen als in den Ver- 
suchen | und Il. Die Differenz zwischen dem maximalen und minimalen 
Wert fiir den Katalaseindex betragt im Versuch III nur 5,7°, und 
die Abweichungen vom Mittelwert nur +- 4,5 und — 4,2°,. In Versuch [ 
dagegen sind die entsprechenden Werte 17,1 und — 9,3°, und in 
Versuch II — 21.3 und + 12,6 und — 7,2°,. 

Uberblicken wir die Ergebnisse unserer drei Hungerversuche, so 
fallt sofort der groBe Unterschied in den Werten fiir den Katalaseindex 
im Versuch I gegeniiber demselben in den Versuchen II und III auf: 
er ist in dem ersteren nicht einmal halb so gro8, wie in den beiden 
anderen. Dasselbe gilt natiirlich auch fiir die Katalasezahlen. 


Hierzu kann ich noch bemerken, da} ich im Verein mit cand. med. 
Schuhknecht bei Gelegenheit von Untersuchungen iiber die katalatische 
Wirkung des Blutes verschiedener Wirbeltiere auch bei Katzen Be- 
stimmungen der Katalasezahlen und -indizes ausgefiihrt habe!, jedoch 
nie auf so niedrige Werte gestoBen bin. Dieselben schwankten fiir den 
Katalaseindex zwischen 1,46 und 1,83, lagen also innerhalb der gleichen 
Grenzen, wie die entsprechenden Werte in den vorliegenden Versuchen 
If und Il. Unser Versuch I stellt also einen Ausnahmefall vor. 


Da unser Versuchstier, ein schéner, kriiftiger Kater, absolut keine 
Krankheitserscheinungen zeigte, auch nach Abbruch der Hungerperiode 
sich ganz normal verhielt und bald gut erholte, habe ich keinen Grund 
anzunehmen, daS der auffallend niedrige Katalaseindex bei ihm auf 

1 Diese Untersuchungen sollen demniachst in der Zeitschr. f. vergleich. 
Physiol. veréffentlicht werden. 
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irgendwelche pathologische Veranderungen zuriickzufiihren sei, sondern 
daB er eine individuelle Eigentiimlichkeit vorstellt. 


DaB die katalatische Fahigkeit des Blutes von Tieren einer und 
derselben Art auBerordentlich groBe Unterschiede aufzuweisen vermag, 
davon habe ich mich vielfach itiberzeugen kénnen, ich muB jedoch 
gestehen, daB mir eine so grobe Abweichung vom Mittelwert bei Re- 
praisentanten einer und derselben Tierart bisher noch nicht vorgekommen 
ist. Bernstein jedoch fand, wie bereits oben erwahnt, im Blute ver- 
schiedener Tauben beziiglich der katalatischen Energie eine Differenz 
zwischen Maximum und Minimum von mehr als 1000°,, wihrend sie 
bei unseren Versuchen bei unter physiologischen Bedingungen stehenden 
Katzen immerhin nur etwa 160°, betragt. 


Es ist ganz selbstverstandlich, daB eine derartige Differenz in der 
katalatischen Energie ihren Ausdruck nicht nur in den Katalasezahlen, 
sondern auch im Katalaseindex finden mub, denn entsprechend grobe 
Unterschiede in der Blutkérperchenzahl, wie sie doch bei unverandertem 
Katalaseindex zutage treten miiBbten, sind ganz ausgeschlossen. 


Im iibrigen stimmt der Versuch I in bezug auf den EinfluB des 
gleichzeitigen Hungerns und Durstens auf die Katalasewerte des Blutes 
in seinen Ergebnissen mit denen der Versuche II und III vollkommen 
iiberein. Diese Ergebnisse werden durch untenstehende Kurventafel 
noch besser veranschaulicht als durch die oben wiedergegebéenen Tabellen. 
Dieselbe ist auf Grund der relativen Mittelwerte aus allen drei Ver- 
suchen zusammengestellt, wobei der Normalwert fiir Bk.-Z., K.-Z. 
und K.-I., berechnet aus den neun Einzelbestimmungen vor der Hunger- 
periode, gleich 100 gesetzt ist. Die horizontale Zahlenreihe gibt die 
Hungertage und die Tage der Nachperiode, wo die Versuchstiere wieder 
in normaler Weise ernahrt wurden, an. 
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Hungerperiode Futterung 
Abb. 1. 
—-- Katalaseindex. ——- Erythrocytenzabl. Katalasezahl. 


Aus der Kurventafel wie aus den Tabellen ist deutlich zu ersehen, 
daB bei gleichzeitigem Hungern und Dursten 
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1. die Blutkérperchenzahl in der Raumeinheit Blut ganz erheblich 
ansteigt, eine Beobachtung, die schon friiher vielfach gemacht worden 
ist. So auch von Lackschewitz' in seinem Versuche an einem Hunde, 
von dem er sagt, ,.daB diese letzte Analyse uns von den Blutver- 
iinderungen, wie sie der Hungerzustand bedingt, ein richtigeres Bild 
gibt als die an den Katzen ausgefiihrten Analysen’. (Die Verschiedenheit 
in seinen Ergebnissen bei Versuchen an Katzen fiihrt er auf die Blut- 
verluste zuriick, welche sie durch Blutentnahme zur Analyse des 
normalen Blutes vor der Hungerperiode erlitten) ; 

2. die katalatische Wirkung des Blutes der Norm gegeniiber ebenfalls 
bedeutend ansteigt, wie die erhdhten Katalasezahlen zeigen. Vergleichen 
wir unsere Ergebnisse an Katzen mit denen von Bernstein an Tauben, 
so finden wir keine Ubereinstimmung, denn Bernstein fand ja, dab 
der Katalasegehalt im Blute von hungernden Tauben sich nicht von 
dem normaler unterscheidet. Freilich hat er seine Tauben aber auch 
nicht gleichzeitig dursten lassen, und ich glaube gern, da’ unsere 
Ergebnisse in der Hauptsache wohl durch das Dursten bedingt sind; 

3. der Katalaseindex nicht aus den normalen Grenzen herausgeht, 
woher die Verdnderungen in der Katalase- und Blutkérperchenzahi gleich- 
sinnig und parallel verlaufen. 


1 a.a. O. 
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Stoffwechselversuche zum EiweiGansatz bei saugenden Ferkeln. 
Von 
Werner Wohibier. 


(Aus dem agrikulturchemischen und bakteriologischen Institut der Friedrich 
Wilhelms-Universitat zu Breslau.) 


(Eingegangen am 21. August 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Ernahrung wachsender Tiere besitzt fiir Wissenschaft wie 
Praxis ein berechtigtes Interesse. Beide haben sich deshalb schon oft 
bemiiht, dieser Frage durch Tierversuche niher zu kommen. Es ist 
aber leicht einzusehen, daB nur solche Versuche allgemeinere Bedeutung 
besitzen, die itiber die Zusammensetzung der Nahrung, des Kots und 
Harns genauen AufschluB geben, ebenso wie iiber die Menge derselben, 
so daB man in der Lage ist, eine Bilanz aufzustellen. Versuche, bei 
denen lediglich dic Menge der aufgenommenen Nahrung und die Gewichts- 
zunahme des Versuchstieres bestimmt wird, haben nur bedingten 
Wert, dagegen aber den Vorteil, daB sie verhaltnismaBig leicht durch- 
zufiihren sind, ohne die Lebensgewohnheiten der jungen, noch sehr 
empfindlichen Tiere wesentlich zu andern. Dagegen bedingen Stoff- 
wechselversuche immer eine bedeutsame Anderung der normalen 
Lebensgewohnheiten und damit leicht recht betrachtliche Stérungen. 
Besondere Schwierigkeiten bieten nun Stoffwechselversuche an Saug- 
ferkeln; denn einmal nétigen die Kleinheit der Tiere und die geringen 
umgesetzten Mengen Nahrstoffe zu sehr genauem Arbeiten, andererseits 
besitzen die Ferkel ein anerkannt lebhaftes Temperament, und drittens 
tritt die schon oben genannte Schidigung durch Anderung der Lebens- 
gewohnheiten hier besonders stark hervor, da die Wachstumsintensitat 
sehr groB ist. Dies ist wohl auch der Grund, weswegen man in der 
Literatur nur wenig dariiber findet. Fiir gewéhnlich sind es nur Ver- 
suche mit Lauferferkeln, die bisher angestellt wurden. 

Als mir Herr Professor Ehrenberg die Aufgabe stellte, eine Methodik 
auszuarbeiten, die gestattete, Bilanzversuche an Saugferkeln anzu- 
stellen, waren wir uns der obengenannten Schwierigkeiten von vorn- 
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herein bewuBt. Zuniachst unternahm ich in der Praxis Vorversuch: 
die entscheiden sollten, ob die von uns geplante Durchfiihrung solche: 
Stoffwechselversuche iiberhaupt méglich war. Nach mehrwiéchige: 
Untersuchungen glaubte ich so weit zu sein, mit den eigentlichen 
Versuchen im hiesigen Institut beginnen zu kénnen. Aber zuniichst 
waren uns verschiedene Fehlschlige beschieden, bis ich zu einer An 
ordnung der Versuchstechnik gelangte, nach der die nachfolgend an 
gefiihrten Versuche durchgefiihrt wurden, und die sich als recht zweck 
maBig erwiesen hat. Wenn ich auf die Versuchstechnik etwas nihe: 
eingehe, so tue ich es mit der Absicht, meine Erfahrungen festzulegen 
damit fiir spatere Versuche mancher Fingerzeig gegeben sei. 


Die Versuchstechnik. 


Bemerkenswert an der Versuchstechnik der neuen Breslauer Versuch: 
mit Saugferkeln ist zundchst, daB das Auffangen der Stoffwechsel-End- 
produkte sich zwar gut durchfiihren la6t, dagegen ist die Menge de: 
aufgenommenen Milch nicht genau zu bestimmen, wie spaterhin noch 
bewiesen werden soll. Wenngleich durch diesen Umstand eine Bilanz nur 
relativen Wert besitzt, so bekommt man doch vor allem durch die Stofi 
wechsel-Endprodukte einen sehr wichtigen AufschluB iiber die Verdauungs. 
vorginge. Und unter diesem Gesichtspunkt sind unsere zunachst orientie- 
renden Versuche durchgefiihrt worden. 

Schwierig ist vorerst die Beschaffung einer trachtigen Sau. Sie 
muB in den Versuchsstall schon einige Zeit vor dem Abferkeln (mindestens 
aber 14 Tage) gebracht werden, damit sie sich an die neue Umgebung 
gewohnt und beim Transport nicht zu Schaden kommt. Auch _ in 
dieser Beziehung haben wir unsere Erfahrungen gemacht. Wir hielten es 
aus diesem Grunde fiir zweckmiaBiger, die tragenden Sauen nicht zu 
kaufen, sondern haben sie uns von einem Rittergut in der Nahe Breslaus 
geliehen. Ich méchte gleich an dieser Stelle Gelegenheit nehmen, Herrn 
Botschaftsrat von Moltke auf Wernersdorf sowie den Herren Oberinspektoren 
Miiller und Heinze meinen ganz besonderen Dank auszusprechen fiir dic 
auBerordentliche Liebenswiirdigkeit, mir aus ihrer Zucht tragende Sauen 
zur Verfiigung zu stellen. Besonders Herrn Oberinspektor Heinze, der es 
trotz verschiedener Fehlschlage immer wieder wagte, uns neue Versuchs- 
tiere zu senden. Wir fiitterten selbstverstandlich Sau und Ferkel unent- 
geltlich, so daB wenigstens ein gewisser Ausgleich fiir das Risiko geschaffen 
war. Wir selbst hatten dagegen den Vorteil der Geldersparnis, da ja det 
Anschaffungspreis fortfiel. AuBerdem konnten wir die Sau leicht um 
tauschen, wenn die Zahl oder das Geschlechtsverhaltnis der Ferkel un- 
giinstig war. (Es eignen sich fiir unsere Versuche nur die mannlichen Ferke!, 
wahrend die weiblichen Ferkel héchstens als Kontrolltiere benutzt werden 
kénnen.) 

Bei der Auswahl der Sauen legten wir besonderen Wert darauf, ein 
ruhiges Tier zu bekommen, damit bei der Durchfiihrung der Versuche vou 
dieser Seite mdéglichst wenig Unannehmlichkeiten zu erwarten waren. 
DaB das Versuchstier gesund war, die friiheren Wiirfe normal aufgezogen 
wurden usw., ist selbstverstandlich. Vorteilhaft ist es auch, wenn die Sau 
recht lange Zitzen hat, da sich diese leichter melken lassen. Die Zahl der 
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mannlichen Ferkel sei médglichst hoch, damit man viel Parallelen bzw. 
Ersatztiere hat. War dies nicht der Fall, so waren wir gendétigt, eine 
andere Sau einzustellen. 

Die Sau wurde nach dem in Ruhlsdorf aufgestellten Futtergemisch 
wahrend der ganzen Dauer ihres Hierseins gleichmaBig gefiittert. 

Wahrend des Ferkelns wurden die eben geborenen Tiere sogleich 
entfernt, damit keine Beunruhigung der Sau eintrat. Nach AbschluB des 
Geburtsaktes wurden die Ferkel zur Sau gesetzt und beobachtet, ob dieselbe 
ruhig und vorsichtig genug mit den zundchst noch etwas unbeholfenen 
Tieren umging. War dieses der Fall, so wurden sie 2 Tage bei der Sau 
belassen. Diese Zeit ist nétig, damit die Tierchen sich bewegen lernen und 
jedes sich seine bestimmte Zitze sucht, die sie bekanntlich wahrend der 
ganzen Saéugezeit behalten. Am dritten Tage konnte mit dem eigentlichen 
Versuch begonnen werden. Die Ferkel wurden alle auffallend numeriert, 
damit man jedes schnell und sicher erkennen konnte. 

Bei dem eigentlichen Versuch sind zwei Hauptgesichtspunkte zu 
beriicksichtigen. Einmal das Auffangen von Harn und Kot, zum anderen 
die Bestimmung der aufgenommenen Nahrungsstoffe, also Muttermilch 
und spaterhin Beifutter. Es sei zunachst iiber das Auffangen der Aus- 
scheidungen gesprochen. 


Sammeln von Kot und Harn. 


Das quantitative Auffangen von Kot und Harn macht bei Saugferkeln 
infolge ihrer Kleinheit weniger Schwierigkeiten als bei groBen Tieren. Ich 
habe zu diesem Zwecke Zwangsstialle, Bandagen und Auslaufkasten her- 
gestellt, die sich bei meinen bisherigen Untersuchungen als zweckmiabig 
erwiesen haben. 

Die Zwangsstdlle bestehen aus Helzkasten, deren hintere Bodenhalfte 
aus Drahtgeflecht zgebildet ist. Unter diesen befindet sich ein Glastrichter, 
der geniigend groB sein muB, um auf jeden Fall allen Harn aufzunehmen 
und ein Vorbeispritzen zu vermeiden. Bei kleineren Tieren geniigt ein 
Durchmesser von 20cm, spaterhin ein gréBerer von 30 bis 35em Durch- 
messer. Unter dem Trichter steht das GefaB zum Auffangen des Harns. 
Die Stirnwand lat sich an Scharnieren 6ffnen und schlieBen, um die Tiere 
leicht hineinsetzen zu kénnen. Eine Seitenwand besitzt ein Fenster aus 
feinem Drahtgeflecht, damit die Tiere Licht haben, und weil ich beob- 
achten konnte, dai die Tiere in vollstandig dunklen Kasten besonders 
in der ersten Zeit — sehr unruhig sind und sich auch nur schwer eingewéhnen. 
Im tbrigen miissen sich die Stalle leicht vergréBern lassen, da die Tiere 
infolge des schnellen Wachstums bald nicht mehr Platz haben. Andererseits 
diirfen sie auch nicht zu groB sein, besonders bis die Ferkel den Aufenthalt 
in denselben gewohnt sind, da sich die Tierchen mit einer unglaublichen 
Gewandheit gern herumdrehen und Kot und Harn verlorengehen lassen. 


Fiir eine genaue Feststellung des gelassenen Harns ist ein wieder- 
holtes Ausspiilen des Stalles méglichst nach jedem Harnlassen erforderlich. 
Ich versuchte mit Harn bestimmter Konzentration festzustellen, wie groB 
der Verlust durch Verdunstung usw. ist. Dabei stellte sich heraus, dal 
der Gewichtsverlust 1 bis 7%, betragen kann, je nach der Menge des ge- 
lassenen Harns. Wenn der Harn in kleinen Mengen gelassen wird, ist der 
Verlust héher, als wenn es in gréBeren Mengen geschieht. Mit diesem Verlust, 
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der hauptsachlich durch Verdunstung entsteht, deckt sich der Verlust 
an Gehalt nicht. Der Stickstoffverlust z. B. betrug im Héchstfalle 3,2 °%. 
Aschenverlust dagegen wird kaum eintreten, wenn man wenigstens einmal! 
taglich den Stall griindlich ausspiilt. Nach diesen Feststellungen ist also 
ein Faktor zum Ausgleich des Verlustes nicht anzuwenden. Es bleibt 
demnach nur die eine Méglichkeit, naimlich recht haufig, am besten nach 
jedem Harnlassen, griindlich nachzuspiilen. Es bietet dies nicht allzuviel 
Schwierigkeiten, denn der Versuchsansteller ist sowieso genétigt, stiindlich 
im Stalle zu sein. AuBerdem konnte ich beobachten, daB8B meistens der 
Harn in der Zeit der Waigungen gelassen wird bzw. vor oder nach dem 
Saugenlassen. 


Den Kot aufzufangen, bietet keine Schwierigkeiten, da er bei Saug- 
ferkeln ziemlich fest ist und leicht verlustlos aus dem Stalle entfernt werden 
kann. Normaler Ferkelkot besteht aus kleinen, braunen Kiigelchen, die 
manchmal kleine Strohteilchen enthalten und zu beerenartigen Haufchen 
vereinigt sind. 

Da es nicht angiingig ist, die Tiere mehrere Tage hindurch ununter- 
brochen im Zwangsstall zu haben (sie erleiden dann unweigerlich Ver- 
dauungsstérungen), habe ich Bandagen hergestellt, an die sich die Tiere 
leicht gewéhnen. Dieselben bestehen aus gummierter Leinwand oder 
Batist, und zwar aus einem Stiick Stoff, in das fiir die Vorderbeine Lécher 
ausgeschnitten sind. Zum Auffangen des Harns dient ein kleines GefaB 
von 50 bis 200cem Fassungsvermégen (je nach Alter), in dem sich ge- 
reinigter Zellstoff (Verbandszellstoff) befindet. Derselbe besitzt erstens 
ein hohes Aufsaugungsvermégen, zweitens aber auch die Fahigkeit, den 
Harn nicht zu zersetzen, ja, eher zu konservieren. Versuche hieriiber haben 
ergeben, daB selbst bei einer Aufbewahrungstemperatur von 50°, wobei 
ein Gewichtsverlust von 20°, eingetreten war, der Stickstoff vollstandig 
bei der Analyse wiedergefunden wurde. Der Zellstoff muB8_ natiirlich 
mdéglichst oft erneuert werden. Analysiert wird der Zellstoff entweder, 
nachdem er .mit konzentrierter Schwefelsiure zu einer gleichmaéBigen 
Fliissigkeit aufgelést ist, oder er wird auf der Nutsche abgesaugt und haufig 
mit Wasser durchgespiilt. Beide Methoden geben gute Werte unter Beriick- 
sichtigung des Gehalts des Zellstoffs. 


Der Kotbeutel mu8 gut anliegen und oben mit einer Schiirze versehen 
sein, damit kein Kot verloren geht. Alle drei Teile sind miteinander ver- 
bunden, das Ganze wird festgehalten mit seitlich angebrachten Schleifen, 
die auf dem Riicken des Tieres zusammengebunden werden. Man muB8 
dafiir sorgen, daB die Bandagen gut sitzen, was natiirlich bedingt, daB 
fiir jede Woche — wenigstens in der ersten Zeit —- verschiedene GréBen 
vorhanden sind. Die Bandagen werden am zweckmaBigsten aus gummiertem 
Stoff deshalb angefertigt, weil sie sich dann leicht mit Gummilésung und 
-stoff wieder herstellen lassen. Die Tierchen zerreiBen naimlich éfter etwas. 
Auch empfiehlt es sich, jedes Tier einzeln zu sperren, da sie sich gern gegen- 
seitig an den Bandagen herumbeiBen und sich weder durch Bitterstoffe, 
noch Teer und Petroleum usw. davon abschrecken lassen. 


Hat man wenige Tiere, die sich leicht beobachten lassen, so kann man 
sich auch eines Auslaufkastens bedienen, bestehend aus einem Boden von 
engmaschigem Draht, ringsherum von einer Wand von Draht umgeben, 
demit man die Tierchen standig beobachten kann, um im gegebenen Augen- 
blick mit einem geeigneten GefiB Harn bzw. Kot aufzufangen. Es geht 
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dies leicht, da die Tiere verhaltnismaBig schwer Harn lassen kénnen, so 
daB man bald bemerkt, wenn ein Tier dazu Anstalten trifft. Auch hier 
ist ein sofortiges Abspritzen am Platze. Ich habe die Tierchen médglichst 
nach jedem Saugen, also etwa zwélfmal taglich, je '/, bis '/, Stunde in 
diesem Kasten gehabt. Es wird dort nur selten Harn gelassen, und meistens 
sind es dann immer die gleichen Tiere. Diese Art von Bewegungsmdéclichkeit 
sagt den Tierchen noch mehr zu als die Bewegung in Bandagen, und man 
kann den Versuch ruhig iiber 3 bis 4 Tage ausdehnen, ohne befiirchten 
zu miissen, daB irgendwelche Schwierigkeiten auftreten. 


Der Aufenthalt in den Zwangsstallen schadet den Tieren nichts, sofern 
man nur dafiir sorgt, daB die Tiere auch oft genug sich Bewegung im Auslauf- 
kasten oder mit Bandagen versehen verschaffen kénnen. Auch bei geeigneter 
Stalltemperatur haben die Ferkel keine Kalteempfindung, da sie in dem 
engen Stalle an den Holzwanden einen ziemlich guten Warmeschutz finden. 
Im groBen und ganzen haben diese jungen Tiere noch ein recht groBes 
Ruhebediirfnis. 


Bestimmung der verzehrten Milchmenge. 


Wihrend es also verhaltnismaBig gut gelingt, Kot und Harn auf- 
zufangen, st6Bt die genaue Bestimmung der aufgenommenen Muttermilch 
sowohl nach Menge wie nach Zusammensetzung auf erhebliche Schwierig- 
keiten. 


Verschiedene in der Literatur vorhandene Arbeiten zeigen, daB man 
die Milchmenge bestimmt hat, indem man das Gewicht der Ferkel vor 
und nach dem Saugen feststellte und aus der Gewichtsdifferenz auf die 
aufgenommene Menge Muttermilch schloB. Diese Art der Feststellung ist 
nicht ganz richtig. Die Ferkel sondern beim Saugen recht betrachtliche 
Mengen Speichel ab, der teilweise verloren geht; da sie auch recht lebhafte 
Bewegungen dabei ausfiihren, diirfte auch der Gewichtsverlust durch 
Atmung usw. nicht unbetrachtlich sein. Ich habe versucht, diesen Gewichts- 
verlust bei verschiedenen Ferkeln festzustellen. Und zwar habe ich dies 
betreffende Ferkel zuriickgehalten, wahrend die anderen Ferkel an der Sau 
saugten. Bei einiger Ubung kann man bald feststellen, wann die Milch- 
absonderung voriiber ist. In diesem Moment lieB ich das Ferkel zur Sau. 
Nach etwa 2 bis 3 Minuten. wurde das Ferkel wieder gewogen und der 
Gewichtsverlust festgestellt. Mehrfache einwandfreie Wagungen haben 
ergeben, daB die Gewichtsabnahme 4 bis 6g ausmacht; immerhin ist es 
leicht méglich, daB der Verlust noch ein héherer ist. Die hierdurch bedingte 
Ungenauigkeit betrigt also, je nach der aufgenommenen Menge Milch, 
unter Umstanden bis 10°. Gewichtsverluste durch Harn- und Kotlassen 
zwischen den beidenWiagungen lassen sich verhaltnismaéBig leicht in derWeise 
bestimmen, daB man die Tierchen nach dem ersten Wagen im Zwangsstall 
aufbewahrt und dann alle Ferkel auf einmal zur Sau labt, sowie dann sofort 
nach dem Saugen, das nur kurze Zeit dauert, nacheinander schnell wieder 
in den Zwangsstall setzt. Da die Tierchen sich sehr schnell an die 
‘utterzeiten gewéhnen und sehr gierig sind, so ist ein Harnlassen wahrend 
des Saugens ausgeschlossen. 


Noch schwieriger gestaltet sich die Bestimmung der Milchzusammen- 
setzung. Alle in der Literatur angegebenen Daten haben nur einen be- 
dingten Wert. Es ist nach diesen unmédglich, eine Zitze auszumelken. 
Auch mir ist és nicht gelungen, dieses auch nur annéhernd zu erreichen. 
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Selbst mit verschiedenen Apparaten, die ich nach und nach versuchte 
und teilwei-e selbst konstruiert habe, gelang es mir nicht, wenigstens 
den Hauptteil der angesammelten Milch auszumelken. Die besten 
Erfolge hatt» ich bei einer Sau mit verhaltnismaBig langen Zitzen, bei 
der ich als Hichstmenge etwas iiber 20 g bekam. Da die Zitzen aber 50 bis 
100 g Milch enthalten kénnen, diirfte ein genaues Bild sich aus der Analyse 
der so gewonnenen Milch nicht ergeben, besonders da an anderen Tieren 
festgestellt worden ist, daB die einzelnen Melkanteile untereinander ver- 
schieden sein kénnen. Auf die naheren Einzelheiten soll spater bei den 
eigenen Analysen naiher eingegangen werden. 

Wenn die “ierchen alter werden, beginnen sie, noch andere Nahrstoffe 
aufzunehmen. Dieses Futter kann ihnen abgewogen auf Tellern oder 
ahnlichen flachen GefiBen gereicht werden. Man stellt vor Beginn des 
Versuches fest, wieviel die Tiere taglich neben der Milch aufnehmen, und 
wagt dann fiir de ganze Versuchsperiode die Tagesration ab, um immer die 
gleiche Menge zu fiittern. Wenn die Rationen nicht zu hoch bemessen 
sind, fressen die “iere alles restlos auf, so daB ein Zuriickwiegen von Futter- 
resten nicht nétig ist. 


Zahl der Sdugungen, Wdgungen usw. 


Es seien zum SchluB8 einige allgemeine Gesichtspunkte erértert, die 
fiir die Durchfiihrung der Versuche wesentlich sind: 

Die Anzahl der Saéugungen bemesse man mdglichst hoch, besonders 
wenn die Tiere noch sehr klein sind, also gréBere Mengen Milch mit einem 
Male nicht aufnehmen kénnen. Ich halte 14 Saugungen taglich fiir geniigend 
(Beginn morgens 4 Uhr, letzte Séugung nachts 12 Uhr). is stellt dies 
natiirlich sehr hohe Anforderungen an den Versuchsansteller, besonders, 
wenn er noch nebenbei die Analysen anzufertigen hat. Bedenkt man aber, 
daB die Ferkel, wenn sie frei bei der Mutter sind, 20- bis 28mal taglich 
saugen, so diirfte die oben angegebene Zahl durchaus nicht zu hoch ge- 
griffen sein. Ein weniger haufiges Saugenlassen empfiehlt sich nicht aus 
mehreren Griinden: z. B. sind die Ferkel ruhiger, wenn sie méglichst satt 
gehalten werden, ferner regt haufigeres Saugen die Milchsekretion an, 
wahrend im umgekehrten Falle, z. B. bei erkrankten Tieren, die schlecht 
saugen, oder bei nicht besetzten Zitzen die Milchabsonderung in wenigen 
Tagen fast vollstaéndig versagt. 

Die Tiere sind méglichst ruhig zu behandeln, da sie, erst einmal verstért, 
sehr unleidlich werden. 

Das Wiegen der Tiere habe ich mit einer Tacho-Schnellwaage der 
Karlsruher Schneliwaagenfabrik vorgenommen. Es fallt bei dieser das 
Auf- und Abstellen der Gewichte fort, und es geniigt, wenn die Tiere nur 
einen Augenblick stillstehen. Die Skala wurde nach meinen Angaben 
eingerichtet, so da man leicht mit einer Genauigkeit von 1g ablesen 
kann. Dabei betrigt die Héchstbelastung 15 kg. Sind die Tiere sehr ruhig, 
so kann man sie einfach auf die Wiegeschale stellen, sind sie aber lebhafter, 
so ist es nétig, sie in einem Tuche aufzuhangen, in das fiir die vier Beine Lécher 
geschnitten sind. Ein fiinftes Loch ist noch nétig, da manche Tiere beim 
Wiegen Harn lassen, den man in einem untergestellten GefiB auffangen 
kann. Das Tuch kann entweder mit zwei seitlichen Staben aufgehangt 
werden oder ist oben in einem Gestell ausgespannt, das auf der Waagschale 
steht. 
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Bemerkungen zu den Analysen. 





Dem Harn wurden zur Konservierung einige Kristallchen Thymol 
zugefiigt. AuBerdem wurde er mehrmals taglich aus dem SammelgefiB 


entleert und in einer Vorratsflasche kiih! aufbewahrt. 


Da der Harn regel- 


maBig sofort verarbeitet wurde, diirfte diese Behandlung geniigend Schutz 
gegen Stickstoffverluste waihrend des Sammelns geboten haben. 


Der Stickstoff wurde nach der Kjeldahl-Methode bestimmt. Beim Harn 


war dabei besondere Vorsicht geboten. 


Auf Anraten von Herrn Privatdozent 


Dr. Ungerer versetzte ich zunichst den Harn mit der gleichen Menge 10°, iger 
Schwefelséure. Darauf wurde vorsichtig erhitzt, bis reichlich die Halfte 


des Wassers verdampft war. 


siure zugegeben. 


Erst dann wurde die konzentrierte Schwefel- 
Auf diese Weise konnte ich Stickstoffverluste vermeiden, 


Ubersicht iiber das Wachstum der Versuchstiere und der weiblichen 


Wurfgeschwister. 


Versuch II. 








I Il Il IV |} V Vi Vil Vill 

Geburtsgewicht ing $22 978 920 1034 1227 1472 1418 1303 
Geburtsgewicht ver- 

doppelt nach ? 

. ae 104/, 8", 8, 8 9 8'/, 26 10 
Geburtsgewicht ver- 

dreifacht nach ? 

Tagen atid 20 15'/,; 14%.) 22%/,; 17 18), 19 
Tagliche Zunahme 

bei reiner Milch- 

nahrung in g. 79 123 132 92 123 128 58 133 
Tagliche Zunehme ; . 

hei Beifutter in g 91 95 164 156 136 =:191 114 77 
Gewicht am 52. Le- 

benstage 635) 6731 6858 6818 7634 9854 _— 

Versuch 111. 
1 II Ili¢ IV. V¢ Vis Vils 

Geburtsgewicht ing 1432 1540 1396 1456 = =1400 1280 §=1286 
Geburtsgewicht ver- 

doppelt nach ? 

pee Tg 13'/, 10 — 91), 11 ther 
Geburtsgewicht ver- 

dreifacht nach ? 

ME er eae 10/5 221/, 183), a 16"/, 20 16 
Tagliche Zunahme 

bei reiner Milch- 

nahrung in g. 199 121 147 —- 176 127 157 


Tagliche Zunahme 
bei Beifutter in g 

Gewicht am 52. Le- 
benstage 
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Versuch IV. 





I Il I! IV Ie Ile Ills IV¢ Ve 


Geburtsgewicht ing 1722 1364 1568 1652 1045 1404 1528 1562 1636 
Geburtsgewicht ver- 
doppelt noch ? 
Tagen . es 
Geburtsgewicht ver- 
dreifacht nach ? 
Tagen . sed 
Tagliche Zunahme 
bei reiner Milch- 
nahrung ing. . 146 77 79 132 133 142 105 144 158 
Tagliche Zunahme 
bei Beifutter in g 165 129 121 236 =—:188 191,179 230 247 
Gewicht am 52. Le- 
benstage . . . . 9900 6620 6500) 11040 9200 10000 8770 11200 12020 


15), 17, 20 © 15%, 11, 14 15%, 12%, 12%, 


ty 
to 


231, 31%, 401, 24%, 17%, 281,, 22 | 22 


die fast regelmaBig auftraten, wenn die konzentrierte Schwefelsdéure sofort 
zum Harn gegeben wurde. 

Der Kot wurde nach Méglichkeit frisch auf Gesamtstickstoff untersucht, 
da man verschiedentlich in der Literatur die Ansicht vertreten findet, dal 
beim Trocknen Verluste entstehen kénnen. Der verdauliche Stickstoff 
wurde allerdings erst im getrockneten Kot, dem beim Trocknen Oxalséure 
zugesetzt war, bestimmt. Die im Anhang angegebenen Zahlen sind alle 
auf lufttrockenen Kot berechnet. 

Samtliche in der Arbeit angegebenen Zahlen sind auf Tag und Tier 
berechnet und in Grammen (bzw. Quadratzentimeter) angegeben. 


Das Wachstum der Ferkel. 


In der vorstehenden Ubersicht habe ich einige Daten iiber das 
Wachstum der Ferkel zusammengestellt. Diese Aufstellung gibt ein recht 
gutes Bild iiber ihre Entwicklung, so da8 man hier schon die auBer- 
ordentliche Verschiedenheit der von mir untersuchten Tiere erkennen 
kann. LEinesteils ist diese Verschiedenheit fiir die Erkenntnis mancher 
Erscheinungen von Vorteil: z. B. wenn man trotz dieser Unterschiede in 
der Entwicklung gewisse Gleichmadbigkeiten feststellen kann. Andererseits 
besteht natiirlich die Schwierigkeit, da8 manche, nicht ohne weiteres erkenn- 
bare Umstéinde Abweichungen von der normalen Entwicklung bedingen. 

Von Versuch I sind nicht alle Zahlen vollstaéndig angefiihrt. Es 
sind mir von diesem Versuch leider nur bei zwei Versuchsabschnitten 
geniigend sichere Ergebnisse gegliickt. 

Die Sau des Versuches II warf 13 Ferkel (5 weibliche — Zahlen nicht 
vorhanden —), 12 davon lebend. Bei dieser hohen Anzahl Ferkel ist das 
Durchschnittsgewicht der Ferkel niedrig. Bei den anderen Versuchen ist 
es dagegen wesentlich héher. Auch ist bei diesen die Anzahl der Wurf- 
geschwister wesentlich niedriger (7 bzw. 9). Das leichteste wog 822 g, 
das schwerste dagegen 1636 g, also gerade doppelt soviel. Um einen Mal- 
stab fiir das Wachstum der Tiere zu haben, bestimmen viele Autoren den 
Tag, an dem das Tier sein Geburtsgewicht verdoppelt bzw. verdreifacht 
hat. Diese Zahlen finden sich in der zweiten und dritten Wagerechten. 
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Man ersieht aus diesen Zahlen, daB das Wachstum bei Versuch II und III 
wihrend der Milchperiode sehr giinstig war. Bei Versuch IV benétigten 
die Tiere dagegen wesentlich mehr Zeit, indes wurde das dreifache 
Geburtsgewicht dann auffallend schnell erreicht. So ist es zu erklaren, 
daB die durchschnittliche Zunahme in der Zeit reiner Muttermilchnahrung 
bei diesem Versuch recht hoch ist. Zu bemerken ist hier noch, daB die 
Sau Nr. 4 am ersten und zweiten Tage nach der Geburt etwas Fieber hatte, 
so daB die Ferkel an diesen Tagen abnahmen und am zweiten Tage nach 
der Geburt weniger wogen, als bei der Geburt festgestellt war. Deutlich 
geht ferner noch hervor, daB Ferkel Nr. 2, Versuch II, ebenso wie Nr. 2 
und 3 in Versuch IV ausgesprochene Kiimmerer sind. Diese Ferkel werden 
noch des Sfteren wiaihrend der weiteren Betrachtungen Gegenstand unserer 
Aufmerksamkeit sein miissen. Vergleicht man diese Zahlen mit den in 
der Literatur vorhandenen, so ergibt sich, daB die Geburtsgewichte bei 
der Sau Nr. 2 wenig unter den von Schmidt und Miiller angegebenen Durch- 
schnittgewichten liegen, wahrend die von Sau Nr. 3 und 4 wesentlich héher 
liegen. 
Durchschnittsgewichte der Ferkel bei der Geburt: 


(Schmidt-Géttingen) (12). . . . . . . 1,33k¢ 
(Miiller-Ruhisdorf) (12)... .. . . 1,28,, 
(Versuch II). . . , . © 3 a ae 
UL eer 
Ul! are 


Das von den beiden Autoren angegebene Durchschnittsgewicht nach 
8 Wochen (12,3 bzw. 12,6 kg) ist im Versuch IV ziemlich erreicht worden, 
nicht dagegen bei Versuch II. Das ist darauf zuriickzufiihren, daB ich die 
Ferkel der Sau Nr. 2 nicht so oft habe saugen lassen, wie bei Sau Nr. 4, 
da ich damals noch hoffte, schon bei zehn Saéugungen taglich den Tieren eine 
geniigende Menge Milch zufiihren zu kénnen. Im iibrigen kam es mir nicht 
darauf an, ein recht starkes Wachstum zu erzielen, sondern ich wollte 
einen Einblick in den Stickstoff-Stoffwechsel bekommen. Die hierdurch 
sich ergebenden Gesichtspunkte verlangten unter Umstanden Zugestandnisse 
auf der anderen Seite. 

Ferner gibt die Ubersicht noch zu erkennen, daB der absolute Zuwachs 
je Tier wesentlich gréBer wird, wenn die Ferkel neben Muttermilch 
noch Beifutter verzehren, wie aus dem Vergleich der vierten und fiinften 
Wagerechten hervorgeht. 

Es bestatigt sich auch bei den von mir untersuchten Ferkeln, da®B 
die Tiere mit héchstem Geburtsgewicht auch die besten Zunahmen zeigen. 
Ausnahmen sind nur die schon oben erwahnten Kiimmerer, auBerdem 
das weibliche Ferkel Nr. 3, Versuch IV. 

Im Zusammenhang hiermit méchte ich noch einige Zahlen anfiihren, 
die einer spater zu besprechenden Tabelle entnommen sind und den ab- 
soluten Zuwachs in den einzelnen Lebenswochen angeben. Er betragt: 


wee ss a ws 6 Re 5. Woche ..... . 120g 
2. * - sk 6. SS ee 6. o a ee 
3. ~ ue ce a a A o ia. ate ie ee ag 
ee ee < tge ig 


im Durehschnitt aller Ferkel. 
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Der geringste absolute Zuwachs ist in der vierten Lebenswoche zu 
finden. Eine Erscheinung, die in der Praxis seit langem bekannt ist und 
von Schmidt (12) schon zahlenmaBig belegt wurde. Eine Erklarung fiir 
dieses Verhalten kann erst nach Besprechung der Stoffwechselversuche 
gegeben werden. 


Milchsekretion und Milchzusammensetzung. 


Uber die Héhe der Milchsekretion méchte ich nur einige Beobachtungen 
allgemeinerer Natur mitteilen, die ich waihrend meiner Versuche machen 
konnte. Da es, wie schon betont, nicht im Rahmen dieser Arbeit lag, die 
héchste Milchleistung der Sauen festzustellen, haben die von mir gefundenen 
Werte iiber die Gesamtmenge an abgesonderter Milch keine allgemeinere 
Bedeutung. Im iibrigen liegt auch iiber diese Frage schon ein reichliches 
Zahlenmaterial verschiedener Autoren vor (vgl. Literatur 7, 9, 12). 


Die Milchabscheidung bei der Sau erfolgt nur wahrend auffallend 
geringer Zeit. Sie leitet diesen Akt unter grunzenden Ténen ein, die sich 
bis zu einem deutlich erkennbaren Punkt steigern. In diesem Augenblick 
schieBt die Milch in die Zitzen ein. Die Ferkel, die bisher noch sehr unruhig 
waren, fangen sofort an, gierig zu saugen. Man kann deutlich beobachten, 
wie lange Zeit sie Milch bekommen. Denn sobald die Milchabsonderung 
beendet ist, versuchen sie ihren Nachbar zu verdrangen, und bald tritt wieder 
die vorherige Unruhe ein. Es ist dieses die einzige Zeit, in welcher die 
Ferkel iiberhaupt Milch bekommen. Es ist ausgeschlossen, daB einzelne 
Ferkel in Gegenwart der anderen Wurfgeschwister an der Sau saugen 
und Milch bekommen, wie Ostertag und Zuntz (9) glauben festgestellt zu 
haben. Die Zeit, wihrend welcher die Sau Milch la8t, habe ich zu vielen 
Malen bestimmt: Es dauert etwa 25 bis 35 Sekunden. Nur in den Tagen 
unmittelbar nach der Geburt konnte ich etwas langere Zeiten feststellen. 


Diese Tatsache ist ein ganz bedeutender Faktor fiir die Héhe der 
Milchsekretion.: Mir ist nicht bekynnt, daB schon von anderer Seite darauf 
hingewiesen worden ist. Von welcher Bedeutung dieser Umstand ist, 
mdchte ich etwas naher ausfiihren. 


Die Milchleistung einer einzelnen Zitze kann ziemlich hoch sein. 100 bis 
110g konnte ich des 6fteren als Gesamtmenge bei einmaligem Saugen 
feststellen. Es gehért natiirlich ein sehr hoher Kraftaufwand und grobe 
Behendigkeit dazu, in dieser auBerordentlich kurzen Zeit derartige Mengen 
Milch zu saugen. Wenn nun bei der Geburt schwiachere und starkere Ferke! 
vorhanden sind, so werden meistens die Schwiacheren auch diejenigen sein, 
welche die geringere Lebensenergie besitzen. Sie saugen in der kurzen Zeit dic 
Zitze nicht leer, und diese stellt sich in ihrer Milchleistung schnell auf eine 
geringere Menge ein. Die kriftigeren Ferkel dagegen werden von Anfang 
an ihre Zitze ganz aussaugen und so einen giinstigen Reiz auf die Milch- 
driise ausiiben. Nach einigen Tagen schon kann man deutlich erkennen, 
an welchen Zitzen schwache und an welchen kraftigere Tiere saugen. 


In dieser Ansicht bestarkte mich auch noch folgende Beobachtung: 
Ein miannliches Ferkel bekam an seiner Zitze auffallend wenig Milch (Nr. 3, 
Versuch IV). Ich versuchte deshalb, dasselbe an eine andere, einem weib- 
lichen Tiere gehérige, anzusetzen, die eine recht gute Milchleistung zeigte. 
Im allgemeinen gliickt dieses Umsetzen erst nach vieler Miihe, da die Ferke! 
sehr stark an der einmal gewahlten Zitze festhalten. Das Ferkel bekam 
vielleicht ein- bis zweimal etwas mehr als sonst, bald aber nur die friihere 


i i i i 
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Menge, und nach wenigen Tagen war diese Milchdriise auch im éuBeren 
Umfang auf dieselbe GréBe zuriickgegangen, wie die vorige. Als ich dann 
einige Male das weibliche Ferkel wieder an seine alte Zitze zuriicksetzte, 
war es diesem auch nicht mehr mdéglich, gréBere Mengen zu saugen, trotzdem 
es sehr gierig war. 

Das Kiimmern der Ferkel wird sich sicherlich oftmal!s auf diesen Um- 
stand zuriickfiihren lassen. Mangelnde Lebensenergie laBt die Tiere nicht 
geniigend Milch aufnehmen, und das Wachstum muB8 dadurch zuriickbleiben. 
Andererseits, wenn eine Sau einen gleichmaéBigen Wurf mit gutem Zuwachs 
aufzieht, so gibt sich daraus zu erkennen, dafi einmal die Milchleistung 
der Sau gut sein muB, zweitens aber auch die Ferkel eine hohe Lebens- 
energie besitzen. Dagegen ist noch nicht gesagt, daB bei einem ungleichen 
Wurf die Milchleistung der Sau schlecht ist, sondern die Lebensenergie 
und damit das Saugen der einzelnen Ferkel kann sehr verschieden sein. 

Eine andere wichtige Folgerung ergibt sich aus der Tatsache, dab 
die Ferkel beim Saugen nur sehr wenig Zeit zur Verfiigung haben, naimlich 
die, daB mit zunehmendem Lebensalter die tagliche Gesamtmilchmenge 
zunimmt. In der ersten Woche ist der Nahrungsbedarf noch nicht so hoch. 
Die Ferkel sind noch nicht so gierig beim Saugen. Allmahlich nimmt der 
Nahrungsbedarf zu, die Tiere werden auch lebhafter und behender, so daB 
sie energischer und wahrscheinlich auch éfter saugen. Dadureh wird auch 
auf die Milchdriise ein anregender Einflu6 ausgeiibt. In der vierten Woche 
ebenso wie in der fiinften, wo noch verhaltnismaBig wenig Beifutter auf- 
genommen wird, wird also die Saugenergie der Ferkel am gréBten sein. 
Wenn allmahlich gréBere Mengen Beifutter aufgenommen werden, wird 
dieselbe dementsprechend nachlassen. Die Milchsekretion wird also in der 
vierten und fiinften Woche am gréBten sein. Der zahlenméBige Beweis 
fiir diese Ansicht ist schon von Schmidt und Mitarbeitern § erbracht 
worden (12) (13). 

Bei meinen Versuchen, eine fiir meine Zwecke geeignete Zahl von 
Saéugungen festzustellen, konnte ich noch folgende Beobachtung machen: 
Wenn zwischen den einzelnen Séugungen 3 oder 4 Stunden lagen, wurden 
fast gleichmaBige Mengen Milch von den Ferkeln aufgenommen. Lagen 
nur 2 Stunden dazwischen, so war der Wert etwas geringer ; nach 1 44 Stunden 
noch etwas weniger und nach | Stunde wurden etwa 70°, des Wertes bei 
dreistiindiger Pause erreicht. Hieraus geht hervor, daB die Sau in der Lage 
ist, sehr schnell wieder Milch anzusammeln. Es spricht auch dafiir die 
Beobachtung, daB die Ferkel alle 45 bis 60 Minuten saugen, wenn sie sich 
frei bei der Mutter befinden. 

Bei meinen vielen Versuchen, gréBere Mengen Schweinemilech zu 
gewinnen, machte ich auch folgende Beobachtung: Ich versuchte, die Milch 
durch Einfiihrung einer Milchkaniile bis in die Milchzisterne zu gewinnen, 
wie man dies bei Kiihen und Ziegen oftmals mit Erfolg vornimmt. Dabei 
zeigte sich, daB nur wenige Tropfen Milch zu erlangen waren. Als die Sau 
dann die Milch einschieBen lieB, bekam ich etwa 8 g und nach einer halben 
Minute schon war die Ausbeute beendet. Es scheint also, als ob die Sau 
in der Milchzisterne keine Milch ansammelt, sondern sich dieselbe érst aus 
den Kandlen beim Saugenlassen ergibt. 

Aus dem Gesagten geht hervor, da®8 die taglich abgesonderte Milch- 
menge der einzelnen Zitzen erheblichen Schwankungen unterworfen sein 
kann. Ich gebe hier eine Ubersicht iiber die Durchschnittswerte der einzelnen 
von mir gefundenen Zahlen aus den ersten beiden Lebenswochen. 
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Versuch II Versuch III Versuch IV 


g n n 
Ferkel 1. . . 463 882 709 
i Meee 651 696 381 
—— 651 371 
“a eo 393 572 
— Pees 646 
— aon 721 
a? TEs bx 408 
is Bas 689 


Es treten hier also Unterschiede in der taglichen Leistung der einzelnen 
Milchdriisen um mehr als das Doppelte hervor, die ich lediglich auf die 
verschiedene Lebensenergie bzw. Saugenergie der Ferkel zuriickfiihre. 
In dieser Anschauung bestarkt wurde ich noch durch den Umstand, dal 
sich bei der Geburt éuBerlich keine Unterschiede in den Zitzen erkennen 
lieBen. Erst nach einigen Tagen bildeten sich solche gegebenenfalls mit 
aller Deutlichkeit heraus. 


Die Gewinnung der Milch aus der Milchdriise der Sau bietet nach 
dem vorher Gesagten ziemliche Schwierigkeiten. Sie gliickt nur in der 
kurzen Zeit, in welcher die Sau Milch in die Zitzen einschieBen abt. Ich 
stimme darin mit den Ansichten aller Autoren iiberein. Schmidt (12) gibt 
zwar an: ,,Die Entnahme von Milchproben... gelang in Friedland mit 
wenigen Ausnahmen sehr gut‘‘, doch bin ich tiberzeugt, daB dieses nur 
relativ gemeint ist. Es soll damit sicher nur gesagt sein, daB man bei etwas 
Geschicklichkeit und einigermaBen groBen Zitzen ausreichend Milch zur 
Analyse bekommen kann. Es sind mir leider die Originalarbeiten nicht 
zuginglich, und in der angegebenen Arbeit befinden sich iiber die Gesamt- 
meng? der gewonnenen Schweinemilch keine Zahlen, aber ich halte es fiir 
ausgeschlossen, daB es in Friedland auch nur annihernd gegliickt sein 
kann, eine Zitze tatsichlich auszumelken. Die geringste bei mir er- 
molkene Menge betrug 1,6 g, die héchste 70 g, abgesehen vom Colostrum, 
von dem man beinahe beliebig viel erhalten kann. Da die aus einer 
Zitze gewonnene Milchmenge meistens zu gering war, habe ich mehrere 
Gemelke vereinigt, so wie das von allen Autoren ebenfalls fiir zweck- 
maéBig gehalten worden ist. AuBerdem lag es im Rahmen dieser Arbeit, 
die Durchschnittszusammensetzung der Milch des ganzen Tages kennen- 
zulernen. 

Bevor ich auf die Besprechung eigener Analysen eingehe, mdchte 
ich eine Ubersicht iiber die in der Literatur vorhandenen Zahlen geben 
(s. nachstehende Tabelle). 


Aus diesen Zahlen geht recht deutlich hervor, daB8 das Colostrum 
einen auBerordentlich hohen EiweiBgehalt besitzt, der mit zunehmender 
Lactationsperiode auf etwa 4 bis 6%, fallt. Dagegen schwanken die fiir 
den Fettgehalt der eigentlichen Milch gefundenen Zahlen ziemlich stark. 
Besonders tritt dies in Erscheinung, wenn man die Analysenbefunde im 
einzelnen betrachtet, und nicht nur die oben angegebenen Durch- 
schnittswerte. Der Milchzuckergehalt dagegen ist bis auf einige Fille 
ziemlich konstant, ebenso wie der Aschegehalt. 
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Ubersicht iiber die in der Literatur vorhandenen Analysen von Schweine- 





milch. 
Autoren Lactationstag a. .3 ern Asche Protein Fett —_— 
von Gohren (4) . Colostrum 29.869 0,850 15,562 9,529 3,838 
6. 1,0384 19,568 0,713 12.889 3,188 2,796 
Petersen und 19. 1.0298 10,740 O.867 5,681 2.821 1.589 
Ocetken (11) . 21. 16,73 4.11 
24. 18,74 7,32 
9.—15. 5,06-—8,60 
Lintner (8)... 35. 17,07 1,29 6,89 6.88 2.01 
Cameron (3). . . 35. 18.20 O83 5,30 6,00 6,07 
Abderhalden (1) . Schwein Nr. 1 0.807 5,21 9.54 3,30 
- os 0,832 4,81 7,09 3.44 
Ostertag und ae OS871 5,36 6,32 3.19 
Zuntz (9). . . Colostrum 24,660 0,714 13,774 4,040 1,776 
9.—30. 15.836 0,630 3,684 5.011 4.591 
Mendel (10). . . 1,07 6,20 7,06 4,75 
J. Schmidt (12) . Colostrum 16,27 6,48 
gewohnl. Milch 6,25 6,99 


Bei den von mir ausgefiihrten Untersuchungen finde ich Zahlen, die 
sich im Durchschnitt mit den in der Literatur vorhandenen befriedigend 
decken. 





Eiweif 


(Faktor 6,37) Fett 

0 0 Fy 

Colostrum. ..... 13,58 3,65 
1. bis 2. Lactationstag 8,56 3,08 
Rs & = 6.17 7,65 
6. , 50. se 5,50 9,12 


Es geht aus diesen Zahlen deutlich hervor, da der EiweiBgehalt im 
Colostrum auch beiden von mir untersuchten Sauen sehr hoch ist.. Aber schon 
in den ersten Tagen sinkt er sehr schnell, so daB nach Verlauf von | Woche 
der Gehalt der normalen Schweinemilch erreicht ist. Wie die Analysen 
der einzelnen Tage ergeben, tritt dieser Abfall bei den einzelnen Sauen 
verschieden schnell ein. Im allgemeinen kann man ferner feststellen, daB 
der EiweiSgehalt der gewéhnlichen Milch nur geringen Schwankungen 
unterworfen ist. Allerdings liegt ihr Durchschnittsgehalt bei jeder ein- 
zelnen Sau je nach deren Veranlagung verschieden hoch. 

Der Fettgehalt dagegen unterliegt auBerordentlichen Schwankungen, 
die so betrachtlich sind, daB die oben angefiihrten Durchschnittswerte 
nicht berechtigen, allgemeinere Schliisse zu ziehen. 


Im Versuch LIT hatte ich nur zwei Versuchsferkel, so da®B ich mehr 
Zeit zur Verfiigung hatte, einige genauere Untersuchungen iiber die Schweine- 
milch anzustellen. Besonders gliicklich fiir diesen Umstand war auBerdem, 
daB ich bei dieser Sau verhaltnismaBig hohe Mengen Milch gewinnen konnte. 
In einem Falle konnte ich sogar 70 g Milch an einem Tage ermelken, so daB 
mir ein recht reichliches Analysenmaterial zur Verfiigung stand. So be- 
stimmte ich zunachst das spezifische Gewicht, sowohl im Colostrum als 
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auch an spateren Tagen. Das Colostrum hat ein recht hohes spezifisches 
Gewicht. Ich fand es zu 1,0474, waihrend es bei der gewéhnlichen Milch 
nur zwischen 1,0322 und 1,0399 lag. Ebenso war der Gehalt an Rohasche 
im Colostrum mit 0,96°, héher als spaéterhin, wo er nur 0,59 bis 0,89°, 
betrug. Der Trockensubstanzgehalt der Schweinemilch ist ziemlichen 
Schwankungen unterworfen, je nachdem der Fettgehalt wechselt; ich 
fand Werte, die zwischen 13,52 und 21,30°) lagen. 

Von besonderem Interesse werden noch die Analysen der Milch sein, 
die zu verschiedenen Tageszeiten gewonnen wurde, Die folgende kleine 
Ubersicht zeigt den EiweiBgehalt einiger zu verschiedenen Tageszeiten 
genommenen Proben. 





Morgens Mittags Abends 

0 0 0; 

0 0 io 

fen S OO. Te... 4,64 4.89 
“eo Seeger 5.19 4.85 4,73 
oS te Vee 5,05 5,05 
7 are 4.90 5,15 


Es zeigt sich aus diesen Analysenbefunden, daB der EiweiSgehalt 
der Schweinemilch im Laufe des Tages gewissen Schwankungen unter- 
worfen sein kann. Es ist dies bei Kiihen und anderen milehgebenden Tieren 
auch schon festgestellt worden und somit anzunehmen, daB bei der Sau 
die Verhiltnisse ahnlich liegen wie bei den anderen Tieren. Aus diesem 
Gesichtspunkt heraus habe ich fiir die Berechnung der spater anzufiihrenden 
Stoffwechselversuche den Prozentgehalt der taglich ermolkenen Durch- 
schnittsmilch zugrunde gelegt. Es entsteht dadurch zwar eine geringe 
Ungenauigkeit, da nicht von jedem Quantum aufgenommener Milch 
genaue Analysen angestellt werden konnten, doch sehe ich zunichst 
keine Méglichkeit, diesen Fehler zh vermeiden. 


Der Stickstoff-Stoffwechsel. 


Ich komme nun zur Besprechung des Stickstoff-Stoffwechsels, und 
zwar will ich zuniichst die Versuchsabschnitte betrachten, in denen die 
Ferkel ausschlieBlich Muttermilch als Nahrung bekamen. Die hierfiir in 
Betracht kommenden Zahlen sind in den Tabellen I bis V_ zusammen- 
gefaBbt. Einige Ferkel haben schon in der vierten Woche Beifutter ge- 
fressen, Nr. 6 aus Versuch IT sogar schon in der dritten Woche. Andere 
muBten krankheitshalber, oder da durch irgendwelche Umstiande Verluste 
an Harn oder Kot eingetreten waren, ebenfalls ausgeschieden werden. 
So erklaren sich die Liicken in den Tabellen. Alle Werte sind je Tag und 
Tier berechnet und in Grammen angegeben. 

Bei saémtlichen Ferkeln des Versuches II kommt sehr deutlich die 
Abnahme an Stickstoffverzehr zum Ausdruck (Tabelle I), wahrend bei 
den anderen Versuchen die Menge verzehrten Stickstoffs ziemlich gleich 
bleibt, teilweise sogar in der dritten oder vierten Woche eine Steigerung 
erfihrt. Dies ist, wie schon bei der Besprechung der Milchanalysen bemerkt 
wurde, die Folge dessen, daB der Stickstoffgehalt der Milch in den ersten 
Tagen sehr hoch ist, und dann allmablich auf eine ziemlich gleichmabige 
Hohe abklingt. Bei Versuch III und IV ist dies nicht so ausgesprochen 
der Fall, und da die Ferke] mit zunehmendem Lebensalter gréBere Mengen 
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Milch aufnehmen, ist der Gesamtverzehr an Stickstoff ziemlich gleich 
geblieben oder sogar etwas angestiegen, je nachdem die Milchmenge wenig 
oder stark anwuchs. 

Bei den im Kot und Harn ausgeschiedenen Stickstoffmengen ist da- 
gegen das Umgekehrte festzustellen. Bei fast allen Ferkeln nimmt ein- 
deutig von Woche zu Woche die Gesamtmenge der Stickstoffaus- 
scheidungen zu. 

Wenn also der tagliche Verzehr an Stickstoff abnimmt, die Aus- 
scheidungen dagegen zunehmen, so mu von Woche zu Woche ein immer 
geringerer Anteil des aufgenommenen Nahrungseiweibes zum Ansatz 
gelangen. Eine Ubersicht hierfiir bietet Tabelle II. In der ersten Woche 
ist der Ansatz auBerordentlich hoch. Er betragt bei manchen Tieren iiber 
90°, fallt dann aber von Woche zu Woche. Die Ubereinstimmung unter 
den einzelnen Tieren ist recht befriedigend. Die Berechnung des Durch- 
schnitts ergibt, daB zum Ansatz gelangen: 


In der ersten Lebenswoche 89,1° 
» »» zweiten ow a eee 

» adritten 7 Bt cats: a ek pice te Se 
» «6 o:—sé« Wort a ee eee eee 


Wir sehen aus diesen Zahlen, dab die Verwertung des aufgenommenen 
NahrungseiweiBes in ganz bestimmter GesetzmaBigkeit abnimmt. Diese 
Abnahme des EiweiBansatzes konnten Ostertag und Zuntz bei ihren Ver- 
suchen mit Saugferkeln ebenfalls bestitigen (9). Da es sich aber bei ihren 
Versuchen nicht um genau durchgefiihrte Stoffwechselversuche handelte, 
sondern sie auf Grund ibrer kalorischen Berechnungen auf den Stickstoff- 
Stoffwechsel schlossen, ist es verstindlich, daB die absoluten Werte, die 
von ihnen gefunden wurden, nicht genau mit den unseren in Einklang zu 
bringen sind. Sie finden in der vierten Lebenswoche nur noch 11 bis 13°, 
Ansatz des aufgenommenen NahrungseiweiBes, wahrend derselbe in der 
ersten Woche 49 bis 73°, betraigt. Ihre Werte besonders der vierten Woche 
sind auBerordentlich gering und decken sich sicherlich nicht mit den tat- 
sichlichen Verhaltnissen. Eine wesentlich bessere Ubereinstimmung findet 
sich mit den von Wellmann (15) angestellten Stoffwechselversuchen an 
Ferkeln. Dieser fiitterte zwar Kuhmilch, die verschiedene Zusitze von 
Kohlenhydraten bzw. Fetten bekommen hatte. In der folgenden Skizze 
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habe ich die von Wellmann und mir gefundenen Werte zusammengestellt. 
Es geht daraus sehr gut hervor, dafi die Ausnutzung der Milch zur Fleisch- 
erzeugung auch in den spaiteren Wochen weiterhin gleichmaBig abnimmt. 
Vergleichen wir nun die retinierten Mengen Stickstoff mit dem Zuwachs 

der einzelnen Tiere (Tabelle IIT), so sehen wir, was besonders in der Be- 
rechnung des Durchschnitts zum Ausdruck kommt, da®B der absolute 
Zuwachs in der ersten Woche am hdéchsten ist, aber ebenfalls auch die 
retinierten Mengen Stickstoff. Letztere betragen in der ersten Woche 7,47 g, 
fallen dann schnell auf 5,74, 3,73 g und betragen in der vierten Woche nur 
noch 3,20 g Stickstoff. Der Abfall der Zunahme ist nicht so stark, so daB 
der Anteil des Stickstoffs bzw. EiweiBes am Zuwachs in den ersten 14 Tagen 
recht hoch ist. 

1. Woche 5,58°, N bzw. 34,9°, Eiweib 

4. - 3.41% N , 21,3% = 


Vergleicht man die einzelnen Tiere untereinander, so tritt deutlich 
wieder in Erscheinung, daB die Ferkel des Versuches IT in den ersten beiden 
Wochen wesentlich mehr Eiweif ansetzen als die andern, was wieder 
letzten Endes auf den hohen Prozentgehalt der Mileh an Eiwei®B zuriick- 
zufiihren ist. 

Da das Gewicht der Ferkel untereinander sehr verschieden war, habe 
ich die eben besprochenen Werte auf 1 kg Lebendgewicht umgerechnet. 
Diese Durchschnittsberechnung zeigt, ebenso wie die einzelnen Tiere, dal 
mit zunehmendem Alter (mithin zunehmendem Gewicht) je Gewichts- 
einheit ein geringerer Ansatz erzielt wird. Ebenso nimmt die je Kilogramm 
Lebendgewicht angesetzte Menge Stickstoff ab, waihrend dagegen die je 
Gewichtseinheit abgeschiedene Menge Stickstoff gleich bleibt. Nur in der 
zweiten Woche liegt der Wert eine Kleinigkeit héher. 

Wenn also die verzehrte Menge Stickstoff je Gewichtseinheit abnimmt, 
die ausgeschiedene Menge Stickstoff aber gleichbleibt, so mu8 ein immer 
kleinerer Anteil :ur Verwertung gelangen, oder auf 100g Ansatz unterliegt 
mit zunehmendem Alter ein immer gréBerer Anteil der Zersetzung. Die 
nun gegebene Zusammenstellung zeigt, dal} bei einem Ansatz von 100g 
Stickstoff in den einzelnen Lebenswochen folgende Mengen Stickstoff in 
Kot und Harn ausgeschieden werden: 


. eee ss tt ee ee 6 eee. . . s - s Re 
2. oe fe 4. be eee 


Dieselben Werte auf 1000 qem Oberfliche! berechnet, sind in Tabelle V 
ersichtlich. Hier finden wir ganz ahnliche Verhialtnisse wie bei der Be- 


= 
* Die Oberfliche wurde berechnet nach der Formel 8,8 ) a*, wobei a 
das Gewicht des Tieres bedeutet. Die Konstante 8,8, die von Rubner in 
dieser Héhe berechnet wurde (Rubner, Gesetze des Energiebedarfs. Leipzig 


und Wien, Verl. Deuticke, 1902), ware an sich nicht nétig gewesen, da sich 
3 


die Oberflichen verhalten wie )a*, wenn das spezifische Gewicht gleich 
bleibt. Um aber eine Vergleichsméglichkeit mit anderen Tieren zu haben, 
habe ich die Konstante in die Berechnung mit einbezogen. Gegen diese 
Oberflichenberechnung aus dem Gewicht lassen sich verschiedene Ein- 
wiinde erheben. Vor allem andert sich das spezifische Gewicht mit zu- 
nehmendem Alter, wie z. B. schon aus den vorhin angefiihrten verschieden 











iBansatz. 


Siwe 


» 


Stoffwechselversuche zum 









rE U FLO VIZ 
Glu Ves 
920 80 gor 
tFrU P60 19% 
2% 
PLI 
8 8 3 
NX N 
“pairs Jaya Sqoem 
ratisny 1399 ‘nZ 


ay.0ms urge] + 


610 
820 


6F 0 


Igv 
FEU 
PFU 
Aan 
6E°U 


GEV 
#20 
OF'0 


a 


N 
‘paiyos 
satisny 


ZOT 


€L°0 
cou 


Is'v0 


N 
49}491u 
*n9y 


ayromsuaqa] € 


6 GF 
8 UE 
Tor 
ahr 
68 


€ SE 
Vie 
€ Ue 


sqoem 
*nZ 


OF 


620 
clo 
22 0 
OF'U 


rE'U 


acu 
Cru 
tr U 
gcu 
ecu 
Atay) 
ero 
9¢°0 


ri 


N 
“pags 
satsny 


are 6 tF 9¢°0 
6¢T 2 OF 9¢°0 
OZ T V2Z CTU 
SF | ae 
691 OOF 6o0 
aE 0 
goT OCF 0ZU 
89% £OF £90 
CZ % CGF 820 
68% ZF IFO 
0¢% Ler FEO 
Ama O'UF LE0 
OZ E O19 
LYVE 16g LZ0 
ane Legg 
7 F F 
dine sqoem mn 
94 NZ saisny 


dysomsurga’] v4 


6FrE 29 : ygraqosyoangy 
rae €*0¢ b 
ca T 8'9oF ¢ 
Zz 
681 VG I 
> AT qonsse 4 
rlZ £9 Z 
SPS V6L I 
“TL Yusie | 
Bg 169 8 
88% Lece l 
we £9 a) 
cug QoL c 
(mee s'oL t 
¢ 
SPs ¢ Us z 
I 
[[[ qonsse 4 
¢ 
F 
if 
| Yonsie A 
" # IN 
adien sqoum 
“94 nZ [24294 


ay.Omsurga’ “| 





‘}PIMeDpusqe’] JF OOOL JLB JjopsyxOUg sousperyosoFsne pun soploruijod ‘syoUMNG 


9}]9QD. | 


ir 
1) 
nm 


h 
nm 


‘AI 


mn 


Ig 
in 


er 
at, 
er 
et 
die 


‘uepotodyopiy euley 


sneame 2 28: 
- ¢ -~imwe se@eaeadeE 
a ea x .= oo = wo 








seo 4 





lr FO cel 968 See 600 LT Ose BLT ZO | LHe | 869 «196 BFO. IIE |ST6 :PUYOS YOUNG] 
coh 90 LET SHR Sth 8TO LET GCF RUS «6FO «CSS LL RE FSO (EZ | 6'e2 t 
6c% 8c0 sot 9CE GC2l 0 WI Ser LIT 120 O8T |9L9 ¢g 
Lig ov0 CHT | 96 Zcl 620 OTS OBE z 
gor 40 Lt ge ow 960 ost 22 sez 2.90 It LoL Lig, 680 | 18% | 9%9 I 
> AT qonsio, 
0 «(0FZ OTE 6F0 «8g 0S6 | SG 
reo §=—a9'%—SCT'69 L4V0 «68S OGL ogo  oLe Vell Tt 
:]TL qonsse 4 
c6r 6480 LT se: S6T | as'0 ae OSL | L9'9 | BGO | (O8L «STO 8 
s6r soo ee SO  o8'6 TKO LIF LTS L 
Zst PLO) 690) | 6CV AL Car's | S90 | «TOR «SOOT 9 
i Llz CO c6T @cL SIZ 980 G6E COL | 899  6FO EEL OBIT) ¢ 
3 | Ver oO Gt S8r FIZ O80 TE 809 | LOL | BO | OL ROT F 
- 26 FL0 961 BOL SOT LL.0 OL | LUG . € 
6 Leo «6120 «SOT | SHR SCE 620). «10% | LL OST | P90) 8h OSL | 9G | BHO | IGL LEIT) 2 
S zee 4 6ccO. 6Og6O | C's) os’se)= 6c'O) oze‘'tT | ou‘se) oS'TT | 6r0. OPER o9’eL I 
Pe ‘I YOnbIO A 
—_ 
- 
Tog co EST F9G ¢ 
ot IFO LOT | ¥7ZE 7 
cog sco O06T | BLE I 
‘] Yousde A 
Z: rl 3 3 Z rl ri ra] _ Fs] 3 rl - © aq 8 a { 
okt N N 2kte N N o kee N N okee N N it 
3a ae . ; sqoem 34 = P ' syoem o a | . sqoem oo a | ‘ sqoem 
"EEE Siny “how "2 T8SE Siny “tuo 2” FEE Shey “Ute oz SEE Sty “cio |Z tg 
.° ws: - aa *s° 
ayomsuaqa’] '} i oypomsusqa]'¢ (i (ts:s~*=<“<*ié OMS ZO!  gysomsuegay ‘1 
“aR[eqG wWob HOOT NV JoysyYoNG JousperyoseFsne pun sojyse1uIjed ‘syoRmNnZ ‘uopoledyo[y_ ouley 
3 “A MPL 











UVOF Tiw 


Lov 


999 090 


OF 


L,éd 


05,0 


lid 


U,b2 


OAL 


698 | 


9,61 


511 049 


91,5 


Durchsehnitt: 





Stoffwechselversuche zum EiweiBansatz. 49 


rechnung auf die Gewichtseinheit, nur in anderer GréBenordnung. Die 
je Flacheneinheit ausgeschiedenen Mengen Stickstoff sind bei der Durch- 
schnittsberechnung auch wieder ziemlich gleich; nur macht hier die erste 
Woche eine Ausnahme, wo der Wert etwas tiefer liegt. 

Betrachten wir aber die einzelnen Tiere untereinander, so finden wir 
doch noch recht erhebliche Abweichungen von den gefundenen Mittel- 
werten. Eine einwandfreie Beziehung fiir dieses Verhalten kann ich zunachst 
aus den Zahlen noch nicht folgern. Dieses lieBe sich vielleicht erst 
dann ausfiihren, wenn man Versuche anstellen kénnte, bei denen man 
auch die aufgenommenen Nahrstoffmengen (Muttermilch!) genauer nach 
Menge und Gehalt bestimmen kann. Es ist nicht ausgeschlossen, da 
mehrere Faktoren die Héhe der Abscheidungen bestimmen, die natiirlich 
bei der Berechnung des Durchschnitts sich gegenseitig bis zu einem ge- 
wissen Grade ausgleichen kénnen. 

Unterziehen wir nun die Versuchsabschnitte, in denen die Ferkel auBer 
der Muttermilch noch Beifutter verzehrt haben, denselben Betrachtungen : 
Hier liegen die Verhaltnisse wesentlich verwickelter, denn einmal kann 
sich das Eiwei8verhialtnis verschieben, ferner kann das Eiwei® der Futter- 
mittel andere Zusammensetzung als das der Milch besitzen, usw. 

Die im Beifutter aufgenommenen Mengen EiweiB (Tabelle VI) sind 
in den ersten Wochen ziemlich gering, nehmen dann aber zu und sind im 
Versuch IT, achte Woche, und Versuch IV, siebente Woche, zwei- bis dreimal 
so hoch, wie die mit der Milch aufgenommenen EiweiBmengen. In diesen 
beiden letzten Wochen war das EiweiBverhailtnis sehr eng, wie aus den 
Tabellen iiber Futterverzehr im Anhang hervorgeht. 

Die aufgenommenen Mengen Eiweif8 unterliegen keinen allzu groBen 
Schwankungen, nur in den letzten Wochen steigt aus ohen angefiihrten 
Griinden der Stickstoffverzehr ganz betrachtlich. Die ausgeschiedenen 
Mengen Stickstoff liegen alle etwas héher als in den reinen Milchperioden. 
Man kann auch hier feststellen, da® sie allmahlich gréBer werden. Aller- 
dings ist das hier nicht so deutlich wie bei den Versuchen mit Mutter- 
mileh zu erkennen. Die prozentische Ausnutzung des Nahrungs- 
eiweiBes ergibt sich aus den in Tabelle VII zusammengestellten Zahlen. 
Die Werte liegen etwa um 70°. Also etwa so hoch wie die Werte 
der letzten Milchwoche. Die Durchschnittszahlen der einzelnen Wochen 
schwanken von 61,4 bis 74.3°,. Wesentlich schlechter aber wird die Aus- 
nutzung, wenn gréBere Mengen EiweiB im Beifutter verzehrt werden, wie 
in der siebenten und achten Woche. Man sieht hier deutlich, daB die Eiweib- 
mengen um ein Betrachtliches héher lagen, als das Tier zum Ansatz bringen 
konnte. Darum sinkt die Ausnutzung auf beinahe die Halfte. 

Wenn wir jetzt den Zuwachs und die retinierte Menge Stickstoff 
(Tabelle VIII) einer vergleichenden Betrachtung unterwerfen, so ergeben 
sich wiederum einige beachtenswerte Gesichtspunkte. Der absolute Zuwachs, 
der in der Milchperiode dauernd bis zur vierten Woche fiel, hat mit dieser 
seinen geringsten Wert erreicht und beginnt nun wieder zu steigen. Der 
Prozentgehalt des Zuwachses an Stickstoff bleibt in gewissen Grenzen 
(etwa 3°.) gleich. (Einige besonders starke Abweichungen sind spaterhin 


hohem Prozentgehalt an Ejiwei®B ersichtlich ist. Dann bleibt auch die 

Form des Ticres wahrend des Wachstums nicht gleich, wie Herbst (6) und 

Boriss (2) bewiesen haben. Doch da mir eine einwandfreie Bestimmung 

der Ob rilaiche fehlt, habe ich nach der althergebrachten Forme! berechnet. 
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noch zu begriinden.) Es sei noch hervorgehoben, daB die Ferkel des Ver- 
suches IT in der fiinften Lebenswoche einen recht hohen EiweiBansatz 
zeigen. Das ist darauf zuriickzufiihren, daB in dieser Zeit die Sau eine 
eiweiBreichere Milch gab als in der Zeit vorher und nachher. Ebenso steigt 
in der achten Woche der Stickstoffgehalt des Ansatzes wesentlich an, was 
sich als Folge des eiweiBreichen Beifutters erkliren 1aBt. 

Auch hier habe ich die eben besprochenen Zahlen auf 1000 g Lebend- 
gewicht bzw. 1000 qem Oberflaiche berechnet (Tabellen TX und X). Die 
durchsehnittlichen Werte je 100 g Gewichtszunahme zeigen hier eine weit- 
gehende Ubereinstimmung, sowohl was den Zuwachs anlangt, wie die 
Stickstoffretention, als auch die Stickstoffausscheidungen. Dagegen zeigt 
die Berechnung auf Oberflicheneinheit beim Zuwachs wie bei der Stickstoff- 
retention eine allmahliche Zunahme, wahrend die Héhe der Ausscheidungen 
auch hier ziemlich gleich bleibt, entsprechend der verhaltnismaBig kleiner 
werdenden Oberfliche bei zunehmendem Gewicht. 

Die bisherigen Ergebnisse iiber den Stickstoff-Stoffwechsel der von 
mir untersuchten Ferkel lassen erkennen, daB die je Oberflacheneinheit bzw. 
Gewichtseinheit zerstérten Mengen NahrungseiweiB bei vorwiegende 
Milcehnahrung gleich sind (Tabelle XI). Ferner, da® bei reichlicher Eiweib- 
aufnahme (erste, fiinfte und achte Woche) der Anteil desselben am 
Zuwachs ein gréBerer ist. Dabei ist allerdings zu beachten, da®B bei aus 
schlieBlicher Milchnahrung die zersetzte EiweiBmenge gleich bleibt, wahrend 
bei eiweiBreichem Beifutter groBe Mengen Stickstoff wieder den Tierkérper 
verlassen. 

Es diirften diese Befunde ein Beweis fiir die schon langer bestehende 
Ansicht sein, daB das MilcheiweiB eine fiir den Tierkérper sehr geeignete 
Zusammensetzung besitzt, daB es also mehr als ,,vollwertig**! ist und deshalh 
in gré6Btem AusmaB zum Ansatz gelangen kann. Ferner zeigt sich aus 
den hier angefiihrten Werten, da®B wenigstens in den ersten sechs Lebens- 
wochen das MilcheiweiB fiir den Tierkérper immer gleich hochwertig bleibt. 
Es kommen allerdings immer geringere Anteile zum Ansatz, weil der 
Organismus mit zunehmendem Lebendgewicht gréBere Mengen Eiweil 
zerstért. Da diese Mengen parallel zu der Gewichtszunahme gehen, oder 
anders gesagt, da je Gewichtseinheit immer gleiche Mengen dem Zerfal! 
unterworfen sind, so liegt die Vermutung nahe, da die Tiere zur Aufrecht 
erhaltung der Lebensvorginge gewisse Mengen Eiwei® zerstéren miissen. 
Man kénnte daran denken, da dieses eine Folge des Kohlenhydratmangels 
ist, so daB Eiwei®8 zur Erzeugung von Wirme herangezogen wird, was 
natiirlich dann fiir den Ansatz verloren ginge. Dagegen scheint die Beob 
achtung zu sprechen, daB die Ferkel schon sehr friih Harn abscheiden 
Es ist mir verschiedentlich aufgefallen, daB die Tierchen in dem Augenblick, 
wo sie zur Welt kamen, schon Harn lieBen. Leider ist es mir nicht gegliickt. 
solchen aufzufangen, trotzdem ich mich des éfteren bemiihte. Da die 
Tierchen bis zur Geburt aber fiir den Warmebedarf nur in sehr unter 
geordnetem Mae aufzukommen brauchen, wird eine Zerstérung von 
EiweiB zu diesem Zwecke kaum in Frage kommen. Andererseits darf man 


1 Unter ,,vollwertig’s versteht man, daB das betreffende Eiweil all: 
notwendigen Bausteine (Aminoséuren) besitzt, ohne auf das Verhaltnis 
derselben untereinander Riicksicht zu nehmen. Bei der Muttermileh dar! 
man aber annehmen, daB dieses Verhailtnis denkbar giinstig fiir das saugen«: 
Junge ist. 
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Tabelle X]. 


Ubersicht tiber die Durchschnittsergebnisse der einzelnen Lebenswochen. 





Aut 1000 ¢ Lebendgewicht Aut 1000 qem Obertlache 
= ine se Auf 100 ¢ 
S Ausge- Ausge- retin. N 
4 Zu- schie- Reti- Zu- schie- Retix wurden aus 
€ wachs dener EFT wachs dener mierter grechiofee 
= N N N N re 
, e s e e 2 e 
Re 1 62.4 0.36 3.49 91.5 0.49 511 961 
Keme | 2 449 940 225 698 062 347 179 
~ od 3 Ss 034 102 586 O59 1,77 33.3 
perioden | 4 214 O34 O74 396 O64 | 135 473 
3 36.5 0.35 1.00 67.4 O64 1.85 34.6 
| - 24.1 0.38 0.61 24.8 0.69 1,09 63.3 
Reifutter- 5 248 0.34 0.96 47.4 0,65 1.85 35.1 
pe rioden 6 25.4 0.34 0.65 51.6 0.64 134 47.5 
7 22.1 0.36 0.66 M43 O81 1.53 52.8 
Ss 14.1 047 0.60 32,8 1,05 144 72,9 


mit Sicherheit annehmen. da&8 im diesem Harn Stickstoff abgeschieden 
wird. Es geht also daraus hervor, daB der tienssche Organismus zur Aufrecht- 
erhaltung der Lebenstétigkeit gewisser Mengen Eiweif’ bedarf, eine 
Forderung. die im sogenannten Eiwei8mmimum ihren Ausdruck findet. 


Inwieweit nun die von mir gefundenen Zahlen diesem Eiwei8miniunum 
nahekommen, lat sich nicht ohne weiteres feststellen. Es ist nicht ganz 
ausgeschiossen, dai gewisse Mengen Ejiweif vielleicht doch zur Warme- 
produktion herangezogen werden konnen. Ich méchte deshalb auf folgenden 
Versuch himweisen 


Es wurden zwei Ferke!] ausgewahit (Versuch Il, Nr. 5 und 6), die bis 
zur siebenten Woche lediglich Kartoffelflocken als Beifutter erhielten. 
Dieses Futter schien recht geeignet. die Frage zu beantworten, ob die 
ErweiBeusnutzung durch Zufiitterung groGerer Mengen von Kohlenhydraten 
gestelgert werden kann Besonders gimetig dafiir wt der Umetand, daG 
das Erweal der Kartofie) als vollwertig bekamnt ist, andererscits ist der 
Gehah an demselben gegeniiber dem Gehalt an Starke nur gering. Die 
been Tierchen fraben m der dritten bzw. werten Woche schon geringe, 
spatertum recht betrachthiche Mengen. Dabei stelite sich heraus, dal 
tateachibch moglch wt, unbeschadet der Gewichtezunahime, der Stickstoff. 
zersetzung m gewiesem Grade entgegenzuwirken Die abeoluten Zahlen 
Tabelic V1) zeawen. dal die Sticketoffausscheidungen nicht mehr zu 
nehumen. und somut mikesen die relativen Zahlen (Tabellen IX und X) zurtick 
geben. De bein,  Gewichteembhert werden reringere Menygen Sticketolf 
abpesctueden als vorber, Die Tiere fraben die secht grolen Menyen sehr 
bemermg und matuen such recht gut zu. Alierdinge gang der Krweilbyehalt 
Ges Amsetzes Dedeutend berunter, und zwar euf 13.5". Kiweil) bow. 2° 
Sucketefi. Ee et angunehouen, dal em groéberer Antei) von Fett anyestzt 
wwroet, Zumue Gey Mierke gut verdeut wurde und sel nat) Gen ereten 
Tagen der Starkefitterung wn Kote micht mete neachyewswen werden 
komme. Ob tatebchisct dee Starke erweibeperend gewirkt hat bow. un 
anderen, Palie Erweil zur Warmeerzeugung herangeswyen wurde, kann 
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nicht entschieden werden, ohne die Frage des Hungerbedarfs zu klaren. 
Ferner erscheint es fraglich, ob fiir die weitere Entwicklung des Tieres 
eine derartig einseitige Nahrungszufuhr giinstig ist. 

An dieser Stelle sei eine Arbeit Fingerlings (17) erwahnt, die zwar 
an Saugkilbern ausgefiiuhrt wurde und auch von etwas anderer Frage- 
stellung ausgeht, aber doch gestattet, gewisse Gedankengange derselben 
mit meiner Arbeit in Beziehung zu setzen. Die Kalber fiitterte Fingerling 
einmal mit Vollmilch und zum anderen in darauffolgender Periode mit 
Magermilch. Dabei zeigte sich einwandfrei, daB bei den mit Magermilch 
gefiitterten Kalbern, wo also sehr wenig N-freie Stoffe gegeniiber der 
EiweiBmenge vorhanden waren, die prozentische Ausnutzung des letzteren 
wesentlich schlechter war als bei Vollmilch. Dies erklart sich zwanglos so, 
daB EiweiB zur Warmeerzeugung zerstért wurde. Wenn nun die fehlenden 
N-freien Stoffe durch Zuschlage (Starke, ErdnuB6l, Leinsamen) annahernd 
oder ganz ersetzt wurden, so zeigte sich, daB die prozentische Ausnutzung 
des EiweiBes wieder wesentlich anstieg, so daB die der Vollmilech — be- 
sonders bei Leinsamenzufiitterung — wieder erreicht wurde. Es ist damit 
bewiesen, daB bei Mangel an geeigneten Kohlenhydraten der Organismus 
seinen Warmebedarf aus dem Eiweif bestreitet. 

Ob nun bei Kalbern durch Zufiitterung gréBerer Mengen von Kohlen- 
hydraten, als dem Gehalt der Vollmilch entsprechen, die Ausnutzung 
des MilcheiweiBes weiter erhéht werden kann, steht experimentell noch 
nicht ganz fest. Spitere Versuche Fingerlings an Kalbern (18) machen 
es allerdings sehr wahrscheinlich. 

Wie vorhin schon erwahnt, scheint solche Beifiitterung bei Ferkeln bis zu 
einem gewissen Grade méglich zu sein. Zu einer endgiiltigen Beantwortung 
dieser Frage diirfte aber vor allem nétig sein, den Hungerbedarf durch Ver- 
suche festzustellen, ferner wiirden sich Schlachtversuche empfehlen, und 
drittens wire eine Beobachtung iiber die weitere Entwicklung einseitig mit 
Kohlenhydraten erndhrter Ferkel unbedingt notwendig. Erst nach Beant- 
wortung dieser Fragen laBt sich vielleicht entscheiden, zu welchem Zwecke bei 
wachsenden Tieren eine gewisse EiweiBzerstérung Platz greift. Desgleichen 
miiBten genaue kalorische Untersuchungen angestellt werden, um fest- 
zustellen, wie hoch der Kalorienbedarf fiir den Ansatz ist. 

Ich méchte nun noch auf die Tabelle XII zu sprechen kommen, die 
uns ebenfalls eine Beziehung allgemeinerer Natur zeigt. Diese Aufstellung 
ist nur fiir die Wochen getroffen, in welchen die Ferkel Muttermilch und 
neben dieser gegebenenfalls eine maBige Eiwei®beifiitterung erhalten haben. 


Bei der Durchschnittsberechnung je Ferkel zeigt sich, daB zwischen 
der Lebendgewichtszunahme und den Stickstoffausscheidungen eine Be- 
ziehung besteht. Diejenigen Ferkel, die eine héhere Gewichtszunahme 
haben, scheiden auch gréBere Mengen Stickstoff je Kilogramm Lebend- 
gewicht aus. Ich konnte aus diesen Zahlen berechnen, daB bei einem 
Zuwachs von 100g die Stickstoffausscheidungen durchschnittlich 0,957 g 
betrugen. Aus dieser Zahl berechnete ich nun die Werte fiir die einzelnen 
Ferkel und trug diese in der letzten Wagerechten ein. Bei Vergleich mit 
den durch Analyse gefundenen, die iiber denselben stehen, zeigt sich im all- 
gemeinen recht gute Ubereinstimmung. Nur Versuch III weicht erheblich ab, 
wofiir ein Grund nicht zu finden ist. Vergleicht man die Ferkel untereinander 
in den verschiedenen Lebenswochen, so erkennt man auch hier, da® diese 
Beziehung besteht. Dagegen scheint noch ein Unterschied der ersten Lebens- 
wochen gegen die spéteren zu bestehen. Immerhin ist auch hier noch eine 
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nennenswerte Schwankung um die Mittelwerte zu finden, und ich méchte 
zur Erklarung dessen nur auf das oben Gesagte hinweisen. 

Bei der Berechnung auf die Oberflacheneinheit kommt man zu denselben 
Werten (auf 100g Lebendgewichtszunahme 0,957 g Stickstoffausschei- 
dungen), wie bei der Berechnung auf die Gewichtseinheit, was schon durch 
mathematische Uberlegungen gefordert wird. 

Aus den angefiihrten Zahlen geht also hervor, daB Beziehungen be- 
stehen zwischen den Stickstoffausscheidungen und dem Zuwachs, ferner 
aber, wie vorhin gesagt, ebenfalls zwischen den Stickstoffausscheidungen 
und dem Lebendgewicht. Daraus folgt der SchluB, da®B bei durch- 
schnittlichem Zuwachs etwa gleiche Mengen Stickstoff je Kilogramm 
Lebendgewicht abgeschieden werden. Ist der Zuwachs héher als der Durch- 
schnitt, dann sind auch die Ausscheidungen héher. Im umgekehrten Falle 
dagegen niedriger. Es wire also die Héhe der Lebendgewichtszunahme 
einer der vorhin erwaihnten Faktoren, welche die Héhe der Stickstoffausschei- 
dungen beeinflussen. Allerdings zeigt ein Blick auf die friiheren Tabellen, 
daB diese Beziehung zwar verschiedentlich bei den einzelnen Tieren zu 
erkennen ist, doch geniigt sie noch nicht, um bei allen Ferkeln die Schwan- 
kungen um den Mittelwert zu erklaren. Es liegt die Wahrscheinlichkeit 
nahe, daB noch andere Faktoren von wesentlichem Einflu8 sind, die sich 
aber aus den hier vorliegenden Zahlen noch nicht geniigend sicher ableiten 
lassen. Da es sich auch bei dieser Arbeit zunichst nur um orientierende 
Versuche handelt, die, wie eingangs schon erwaihnt, immerhin noch mit 
gewissen Mangeln behaftet sind, so durfte man auch von vornherein nicht 
erwarten, daB sich alle Fragen geniigend sicher wiirden lésen lassen. 

Kellner kommt in seinem Buche ,,Die Ernahrung der landwirtschaft- 
lichen Nutztiere’ (S. 496) bei Besprechung der Versuche an saugenden 
Tieren zu ahnlicher Uberzeugung, wie die von mir gefundenen Werte an 
Saugferkeln nahelegen. Er glaubt, ,,daB der jugendliche Organismus auf 
gleiches Koérpergewicht sicherlich nicht weniger Eiwei8 zu seiner bloBen 
Erhaltung verbraucht als nach Absch!uB seiner Entwicklung“. Erst ein 
UberschuB iiber diese Menge kommt bei Verfiitterung vollwertigen EiweiBes 
zum Ansatz. Wenn dagegen zuviel Eiwei® gefiittert wird, kann dieses 
nicht mehr alles im Tierkérper angesetzt werden, was Kellner folgender- 
maBen erklart: 

Dem Wachstum eines jeden Organismus ist eben eine in biologischen 
Gesetzen begriindete Grenze gezogen. Solange diese Grenze nicht erreicht 
und je weiter das Tier von derselben noch entfernt ist, um so mehr ist es 
imstande, den iiber den Erhaltungsbedarf zugefiihrten Uberschu8 an 
EiweiB fiir das Wachstum der Organe zu verwenden, und um so reichlicher 
mu8 demnach die Zufuhr der Nahrung bemessen sein. 


Kalorische Berechnungen. 


Es mége nun eine auf die kalorischen Werte beziigliche Rechnung er- 
folgen. Leider war es nicht mdglich, genauere Bestimmungen der Ver- 
brennungswarme der einzelnen in Betracht kommenden Stoffe (Harn, 
Milch usw.) vorzunehmen, da erstens eine Apparatur nicht zur Verfiigung 
stand, auBerdem auch die Durchfiihrung der Versuche an und fiir sich schon 
auBerordentlich viel Zeit beanspruchte. Es mute demnach auf bereits in 
der Literatur vorhandene Zahlen zuriickgegriffen werden, ahnlich wie andere 
Autoren dieses getan haben, die sich in Ahnlicher Lage befanden. Von 
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vornherein mu deshalb bemerkt werden, daB diese Werte nur gewissen 
Anhalt geben und auf groBe Genauigkeit keinen Anspruch erheben. Trotz- 
dem wollte ich nicht versiumen, wenigstens der Vollsténdigkeit halber, 
nach dieser Seite hin einige Berechnungen anzustellen. 

Ahnlich wie Ostertag und Zuntz, Rubner u. a. legte ich diesen Be 
rechnungen folgende Werte zugrunde: 

Verbrennungswarme fiir Milchfett . . . . . . . . 9049Cal 

ee eee 


4 


Milchzucker. ..... . 3951 ,, 


Hieraus laBt sich der Verbrennungswert von 1 kg Schweinemilch, wie 
ihn die Zusammensetzung meiner Versuche ergab, berechnen. Als Milch- 
zuckergehalt wurden 3,5°, eingesetzt, was nach allen Untersuchungen als 
guter Durchschnittswert zu betrachten ist. 

Die Berechnung fiir 1 kg Schweinemilch der ersten Woche ergibt also 
nach der oben gebrachten Ubersicht : 

61,7 ¢ EiweiB = 361 Cal 
76.5¢ Fett = 692 ,, 
35,0 g¢ Zucker = 138 ,, 


Sa.: 1191 Cal 
fiir die Zeit von der zweiten bis siebenten Woche: 
55,0 g EiweiB = 322 Cal 
91,2 ¢ Fett = 825 ,, 
35,0 g¢ Zucker = 138 ,, 
Sa.: 1385 Cal 


In der Tabelle XIV finden wir die Zahlen iiber die verzehrten Milch- 
mengen und den dazugehérigen Zuwachs an Lebendgewicht. Mit Hilfe 
der eben errechneten Werte fiire den Warmegehalt der Schweinemilch 
1aBt sich der durchschnittliche Verzehr an Kalorien fiir die einzelnen Lebens- 
wochen errechnen. Er betragt in der 

1. Woche bei 566g Milch 674 Cal taglich 
2. we o ae « ~TB w = 
3. je ~~ Se »~ Be w om 
4. a is aen)6 6 Oe o 


Um zu berechnen, wieviel von dieser Energie fiir den Ansatz zur Ver- 
wertung kommt, mu8 diejenige fiir den Harn und Kot in Abzug gebracht 
werden, auBerdem auch der Wert fiir Atmung, Erhaltung der Ké6rper- 
temperatur usw. Wir kénnen hier, wie schon betont, nur Annaherungswerte 
einsetzen. Ostertag und Zuntz verwandten zu ihren Berechnungen als Mal 
den Harnstickstoff mit einem von Rubner ermittelten Wert von 7700 Cal, 
und fiir die Erhaltung der Lebensvorginge 110 Cal fiir die Oberflaichenein 
heit. Es soll hier dieselbe Berechnungsweise zugrunde gelegt werden. Den 
Kotstickstoff setzte ich hier gleich dem Harnstickstoff, was an sich natiirlich 
falsch ist. Da aber, wie schon friiher ausgefiihrt, der Kot wahrend der 
reinen Milchperiode nur auBerordentlich gering ist (14 bis 1°, etwa des 
Gesamtverzehrs), macht die hierdurch bedingte Ungenauigkeit nicht sehr 
viel aus und ist der Einfachheit halber fiir diese Annadherungsrechnung 
zu entschuldigen. 
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Tahelle XIV. 


Milchmenge und Zuwachs je Tag und Tier. 
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1. Lebenswoche 2. Lebenswoche 3. Lebenswoche 








4. Lebenswoche 


Ferkel . 
a Zuwachs —— Zuwachs —_ Zuwachs a Zuwachs 
Nr. g g g g g 8 g & 
Versuch I: 
1 672 145 
4 428 102 
5 455 110 
Versuch LI: 
1 478 95 439 91 384 52 
2 491 144 631 132 699 146 421 106 
3 653 136 692 148 
4 524 147 550 96 378 4 
5 553 163 644 120 687 157 
6 715 172 739 142 
7 447 74 5 103 
8 592 148 683 125 737 123 


Versuch IT: 
148 973 177 
705 111 


734 180 839 
2 686 146 


Versuch IV: 


1 638 94 782 145 SSY 144 929 142 

2 453 61 461 55 

3 351 96 415 70 415 68 

4 496 109 649 150 679 97 672 116 
Durchschnitt : 566 | 134 617 117 624 122 573 44 

. | 
i 
Nach Tabelle I berechnen sich die durchschnittlichen Stickstoff- ‘ 


ausscheidungen in der 


1. Woche auf 0,73 ¢ N 5,6 Cal 
2. i » 105g N G3 
3. " » 122g N 9,4 ,, 
4. o» » 150g N = 11,6 ,, 


Die je Oberflacheneinheit 
nach Tabelle XV in der 


1. Woche bei 1467 qem 162 Cal 


2. °9 » 1678 , = 186 ,, 
3. o” » 2065 ,, = 237 ,, 
4. % o» Sane w 253 ,, 


1000 qem verbrauchten Kalorien ergeben 


Hieraus lassen sich nun die zum Ansatz gebrauchten Kalorien be- 


rechnen, und zwar ergeben sich (vgl. Tabelle XIV) in der 


1. Woche 506 Cal fiir einen Zuwachs von 134 ¢ 


2. - Gen «we i - 90 o svg 
3. ‘ GP a- w ~~ * » 122g 
4. = Ss w id ” - 94g 
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Tabelle XV. 
Durchschnittliches Kérpergewicht und durchschnittliche Oberfliche 


_—_ 
(O = 8,8 V2) der einzelnen Versuchsabschnitte. 





1. Lebenswocbe 2.Lebenswoche 3.Lebenswoche 4. Lebenswoche 














Ferkel Gee Obere Gee | Obere Gee | Ober» Ger | Ober. 
wicht flache wicht flache wicht | flache wicht | flache 
Nr. g qem 8 qem x qem & | qem 
Versuch I: 
1 4797 2502 
+ 8282 1944 
5 3304 1952 


Versuch II: 


1. 1705 1256 2338 1550 2989 1826 
2. 1750 1277 2235 1504 3309 1954 4408 2366 
3. 2229 | 1501 , 3285 1945 

4. 1915 1357 2401 1578 2731 1720 

5. 2125 1454 2690 1702 3658 2089 

6. 2717 | 1714 «3345 1968 

7. 2073 1431 2427 = =1590 

8. 2125 1454 2705 1708 


Versuch : III 


1. 2277 «611511 | 3290 «1946 4967 2563 
2. 2311 1538 3796 2142 

Versuch: IV | 
1. 2235 | 1501 | 3152 | 1892 4270 | 2317 5444 | 2725 
2. 2249 | 1572 | 3372 1989 
3. 2050 1420 | 2587 | 1658 3186 | 1908 
4. 2172 1476 3257 | 1934 4111 2258 5034 | 2585 


Durchsebnitt: | 2159 | 1467 , 2636 | 1678 | 3464 | 2065 4249 | 2298 


oder wenn wir die Werte auf 1 kg Lebendgewichtszunahme berechnen, so 
findet man, daB fiir 1 kg Ansatz verbraucht wurden in der 

1. Woche 3776 Cal 3. Woche 5156 Cal 

S66 CO G. w 5628 ,, 

Hieraus bestitigt sich die schon bekannte Tatsache, daB mit zu- 
nehmendem Lebensalter fiir die gleichen Mengen Ansatz gréBere Mengen 
Kalorien verbraucht werden. Besonders hinweisen médchte ich noch auf 
die erste Lebenswoche. Abderhalden gibt in seinem Lehrbuch fiir physiolo- 
gische Chemie (S. 599) an, daB der Energieverbrauch fiir 1 kg Lebend- 
gewichtszunahme fiir das Ferkel in der Zeit bis zur Verdoppelung des 
Geburtsgewichtes 3754 Cal betrage. Da dieses Gewicht im Durchschnitt 
(vgl. die oben gegebenen Werte) bei meinen Versuchen etwa am neunten 
bis zehnten Tage erreicht ist, diirfte der Wert, den ich fiir die ersten 
Lebenswochen berechnet habe, mit dem Werte Abderhaldens zu vergleichen 
sein. Hierbei zeigt sich, daB sie trotz der rohen Berechnung auffallend gut 
iibereinstimmen : 

Nach Abderhalden .... . . 3754Cal fiir 1 kg Ansatz 
Nach eigenem Versuch . . . . 3776 ,, , 1,, ” 

Es ist dies ein weiterer Beweis, daB meinen Versuchen ahnliche Ver- 

haltnisse zugrunde lagen wie den anderen in der Literatur angefiihrten. 
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Verdaulichkeit, Kot usw. 


Auf die Wirkung der anderen Futtermittel, die gereicht wurden, naher 
einzugehen, erlaubt die geringe Anzahl der Parallelversuche nicht. Es 
sei nur noch kurz die Verdaulichkeit der einzelnen Futtermittel erwihnt, 
die sich aus den im Anhang angegebenen Zahlen berechnen lassen 
(Tabelle XTITT). 

Tabelle XIII. 


Verdaulichkeit von MilcheiweiB. 














| Versuch I Versuch II 
Lebenswoche | ee oo Vv oe oe 
1 a 5 1 2 3 4 5 
1. 99.5 99,7 99,8 
2. || 97,8 99.5 99,5 99.6 | 998 
3. 98,5 98,5 | 97,8 || 985 98,9 99.6 99.4 99,5 
4. || 97,5 98,9 98,2 | 
Versuch II Versuch III Versuch IV 
Lebenswoche cere! ics 52 ee ee ee 
6 7 S 1 2 1 2 3 4 
1. 99.8 | 996 998 989 992 99,7 99,4 | 99,4 
2. 998 | 998 998 991 99,0 99.3 | 984 , 99,2 | 99,0 
3. 99.5 98,5 97.9 98.7 97.8 | 97,8 | 984 
4. 98.8 97,3 99.0 963 | 963 |) 97.9 
Verdaulichkeit der Kartoffelflocken. 
Ferkel Nr. 5, 7. Woche ...... . 85.7% 
a“ cf eee 
eae 
Hafermehl. 


Ferkel “Nr. 4, 7.Woche ...... . 86,2% 


Gerste und Flocken. 


Ferkel Nr. 3, 7. Woche ...... . 87,2% 


ie = Va i aia ieee 
250g Gerste + 150g Fischmehl. 
Denes We. 8. ks eo a BASE 
- oo Be en se so « « Oe 6 Ween 
ee ae a en a. oe 
tit tip St ca ca 
250 g Flocken + 150g Fischmehl. 
Pe Oc ke we te tt 
os oe Maw ee ee eo ee 
ae eee 
Verdaulichkeit der Futtermischung in Versuch IV, Flocken, Gerstschrot, 
Fischmehl. 
Ferkel Nr. 1. . 63,9% 
% a eee ee. 
eg sk ee 
o oa 8. . 54,4% 
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Es zeigt sich hier, daB die Milch fast zu 100°, verdaut wird, und i 
glaube nicht, daB man fehl geht, ihre Verdauung tatsachlich auch voll 7: 
100°, anzunehmen und den ausgeschiedenen Stickstoff auf Rechnuny 
der Verdauungsséfte zu schreiben. Die tibrigen Zahlen decken sic} 
ungefahr mit den in der Literatur angegebenen. 

Zum SchluB seien noch einige bemerkenswerte Feststellungen iil), 
den Milchkot gebracht. Bei reiner Milchnahrung ist die abgeschiede:n 
Kotmenge auBerordentlich gering. Der Trockensubstanzgehalt ist sel 
hoch, wodurch sich der Ferkelkot von dem Milchkot der anderen Tier 
unterscheidet. Sehr hoch ist auch der Fettgehalt, und es scheint so, als 
ob im Kote noch unverarbeitetes Milchfett bis zu einem gewissen Grax|: 
zur Abscheidung gelangt. Ich schlieBe dieses einmal aus der Beobachtung, 
daB der Atherextrakt sehr fettahnliches Aussehen zeigte, zum anderen 
aber aus den Refraktometerbestimmungen, die ich mit dem Kotfett anstellte: 





Refraktometerzahl 
Milchfett vom Rind. ..... 40 
. nn. = 48—50 
Fett des Milchkotes. . . ... 53—5 


Ebenso zeigen die Zahlen iiber den verdaulichen Stickstoff, da®B der 
pepsin-salzséureverdauliche Anteil des Milchkotes sehr hoch liegt. Ich 
neige sogar zu der Ansicht, da®B derselbe vollstandig verdaulich ist, nur 
sind gewisse Teile vom Fett eingeschlossen und so der verdauenden Wirkung 
des Pepsins entzogen worden. 

Es wurden nach dem Vorschlage Abderhaldens zur Kontrolle der Eiweis- 
bewegung neben den Stickstoffbestimmungen noch solehe des Schwetels 
ausgefiihrt. Da dieselben aber infolge der geringen zur Verfiigung stehenden 
Milchmengen nur einen sehr ungenauen Aufschlu8 iiber die mit der Milch 
aufgenommenen Schwefelmengen geben, wurde von einer Bosprechung 
derselben hier abgesehen. Die analytischen Erfahrungen, die dabei gesamme!t 
wurden, sollen an anderer Stelle veréffentlicht werden. 


Betrachtungen zum Niahrstoffbedarf siugender Sauen. 


Es ist vielleicht nicht ohne Nutzen, an Hand der vorliegenden kk: 
gebnisse sich ein Bild von dem Stickstoffumsatz einer séugenden Sau zu 
machen. Die von mir angefiihrten Zahlen iiber die Héhe der Milchsekretion 
liegen, wie schon mehrfach betont, wesentlich unter der méglichen Leistungs- 
fahigkeit der Sau. Dennoch werde ich zunachst von diesen Zahlen ausgehen. 
Die durchschnittliche Milchmenge je Ferkel betrug in der 

1. Woche . . . 566g taglich 
=e oh ee * 
3. om - « « 684g %» 
q. «w o- «ae o» 


Die Sauen hatten im Mittel acht Ferkel, also betrug die Gesamtleistung 
in der 
1.Woche . . . 4,528kg taglich 
Be * s+ « Oe ow o” 
Bi Se ~ «« SIBB w os 
ee «a eo EB ws a 
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Die tagliche Milchleistung betrug hiernach also etwa 5 kg je Tier, so 
daB als gute Mittelleistung einer Sau 6 bis 7kg angenommen werden 
kénnen. Vergleicht man ferner den Nahrstoffgehalt der Schweinemilch 
mit dem der Kuhmilch, so sieht man, daB er beinahe doppelt so hoch ist. 





Schweinemilch Kuhmilch 

° 0 ®%o 

Fett 
Eiweib 


>~J 
non 


—9, | 28—3,2 
—5,5 3,0—3,2 


~ 


~ 


) 


Es wiirden also 6 bis 7 kg Schweinemilch dem Nabhrstoffgehalt von 
12 bis 14 kg Kuhmilch entsprechen. Nun ist aber noch zu beriicksichtigen, 
daB die Sauen etwa 100 bis 150 kg wiegen, Kiihe dagegen ungefahr viermal 
soviel. Wir miiBten also die Menge Milch von 12 bis 14 kg noch mit vier 
vervielfaltigen, wenn wir die Leistung der Sau mit der einer Milchkuh 
vergleichen wollen. Wir kommen so zu dem Ergebnis, da8 eine gute Durch- 
schnittsleistung einer séugenden Sau einer Milchleistung von 48 bis 56 kg 
beim Rinde entspricht, einer Menge, die man bisher nur bei Hochleistungs- 
Kiihen hat erzielen kénnen. Eine sehr gute Milchleistung einer Sau wiirde 
dagegen noch weit héheren Mengen entsprechen. Daraus geht eindeutig 
hervor, daB sféiugende Sauen sehr reichlich und mit sorgfaltig zusammen- 
gestelltem Futtermischungen zu fiittern sind, will man sich vor allzu groBem 
Gewichtsschwund des Muttertieres schiitzen. Andererseits scheint auch 
hier eine Erklarung dafiir gefunden, daB trotz bester Fiitterung eine gewisse 
Gewichtsabnahme der Sau wahrend der Saéugezeit nicht vermieden werden 
kann. Die Ausgabe an Nahrstoffen in der Milch ist so groB, daB das Mutter- 
tier gar nicht soviel Nahrung aufnehmen und verdauen kann, wie zur 
Deckung des Bedarfs notwendig ware. Es ist also genétigt, Kérpersubstanz 
zur Milckbildung heranzuziehen, was natiirlich mit einer Gewichtsabnahme 
verbunden ist. 


Zusammenfassung. 


Wie schon linger bekannt, scheiden saugende Ferkel mit zu- 
nehmendem Lebensalter (bzw. zunehmendem Gewicht) steigende 
Mengen Stickstoff in den Stoffwechselendprodukten aus, so da} ein 
immer geringerer Anteil des aufgenommenen Nahrungseiweifes zum 
Ansatz gelangt. Der EiweiBansatz wurde bei den hier vorliegenden 
Untersuchungen in den ersten 4 Lebenswochen gefunden zu: 89,1, 
84.8, 74.7 bzw. 67,7 °,. 


Es konnte bei meinen Versuchen gezeigt werden, daB der Grund 
dafiir einmal in dem abnehmenden Eiweibgehalt der Muttermilch 
begriindet ist, vor allem aber, daB je Gewichtseinheit immer anndhernd 
gleichbleibende Mengen EiweiB im Durchschnitt dem Zerfall im Tier- 
kérper unterliegen, d.h., daB mit zunehmendem Gewicht entsprechend 
gréBere Mengen Stickstoff ausgeschieden werden. 


Immerhin sind noch betrichtliche individuelle Unterschiede bei 
den einzelnen Versuchstieren festzustellen, deren Ursachen noch nicht 
Biochemische Zeitschrift Band 202. 5 
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geklirt werden konnten. Es konnte nur eine Beziehung wahrscheinlic| 
gemacht werden, nimlich daB die Hohe der EiweiBzersetzung abhingi; 
ist von der Héhe der Gewichtszunahme. Sie betragt bei meine: 
Versuchen fiir 100 g Zuwachs 0,957 g Stickstoff in den Ausscheidungen 

Die Berechnungen auf die Kérperoberfliche der Tiere ergil: 
entsprechende Zahlen. 

Die kalorischen Berechnungen ergaben, daB fiir 1 kg Ansatz ver 
braucht wurden in der 


1,.Woche ... . . 3776Cal 
2. ie we Vw ge es 
3. 9 Se el ee oe 
4. Pa x a Ae a 


Die Zusammensetzung der Milch wurde ahnlich den in der Literatur 
bekannten Angaben gefunden: 





EiweiB Fett 
OE OEE re ae 13,58 3,65 
1. bis 2. Lactationstag ...... 8,56 3,98 
8. , ,5. - a sa) tae es 6,17 7,65 
6. , 50. eet Soe ; 5,50 9,12 


Die Héhe der Milchleistung der einzelnen Zitzen derselben Sau 
kann sehr groBen Schwankungen unterworfen sein. Die tiagliche Durch- 
schnittsleistung in den ersten 14 Tagen schwankte je Ferkel bei 


Sau Nr. 2 zwischen 393 und 721 ¢ 
a @ re 696 ,, 882¢ 
» 4 %» 371 ,, 709g 


ty 
x 

“ 
” 


Die Gesamtleistung der untersuchten Sauen an Milch schwankte 
zwischen 4,5 bis 4,9 kg Milch taglich. Dabei ist aber zu beriicksichtigen., 
da8 die Ferkel nur etwa zehn- bis zwélfmal im Durchschnitt zum 
Saugen zugelassen wurden. Wenn die Ferkel frei bei der Mutter sich 
aufhalten, saugen sie ungefaihr doppelt so oft, so daB die wirkliche 
Milchleistung wesentlich héher liegen wird. 


Nachdem ich nunmehr die Besprechung meiner Versuche abgeschlosser 
habe, drangt es mich, dem Direktor des Agrikulturchemischen und Bakterio- 
logischen Instituts der Friedrich-Wilhelms-Universitat zu Breslau, Herr 
Professor Dr. Ehrenberg, meinen Dank auszusprechen fiir die Erlaubnis 
zur Durchfiihrung dieser Untersuchungen in seinem Institut, sowie fii 
die Bereitstellung der recht betrachtlichen Geldmittel, die dieser Versuc! 
erforderte. Und nicht zuletzt fiihle ich mich Herrn Professor Dr. Ehrenberg 
verpflichtet fiir das Eingehen auf al] die Néte, welche die vielen anfang 
lichen MiBerfolge mit sich brachten. 
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Nachtrag. 


Nach Fertigstellung vorliegender Arbeit erschienen mehrere Arbeiten 
iiber das Thema: ,,Untersuchungen an Sauen und Ferkeln wahrend der 
Saugezeit bei den wichtigsten deutschen Schweinerassen‘‘, aus dem Institut 
fiir Tierzucht und Molkereiwesen der Universitat Géttingen'. Es sind 
dieses die Originalarbeiten, die J. Schmidt zusammenfassend bereits in 
der ,,Ziichtungskunde“* besprochen hatte, worauf ich in meiner Arbeit 
schon verschiedentlich hinweisen konnte. Da sich aber manche Befunde 
dieser Arbeiten nicht mit den meinigen decken und an Hand der Original- 
arbeiten es méglich ist, einen genaueren Einblick zu gewinnen, méchte ich 
eine Besprechung der Unstimmigkeiten nicht versiumen. 


Die Héhe der Milchsekretion. 











Hempel Ohligmacher Rodewald pay he 
kg kg kg kg 
1. Lebenswoche 2,98—4,09 1,24—3,95 0,98—3,15 45 
2. " 1,89—5,20 1,52—4,36 0,93—2,80 4.9 
3. . 2,40—5,28 1,64—4,02 1,18—3,07 5,0 
4. . 2,45—4,98 1,70—4,24 1,21—3,59 4,6 


Die von mir gefundenen Zahlen liegen also wesentlich héher, trotzdem 
die wirkliche Leistungsfaihigkeit noch nicht von mir erfaBt wurde, worauf 
schon verschiedentlich hingewiesen (was auch nebenbei nicht im Rahmen 
dieser Arbeit lag). Man kénnte geneigt sein, die Unterschiede auf die 
Individualitat der Tiere bzw. der verschiedenen Rassen zuriickzufiihren. 
Gegen einen so erheblichen Unterschied der untersuchten Tiere spricht 
der tagliche Zuwachs der in den ersten 4 Wochen von den Ferkeln erzielt 
wurde. 


Hannover, 


1 Arbeiten der Deutsch. Ges. f. Ziichtungskde., H. 37. 
Verlag von M. und H. Schaper, 1928. 


5* 
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Rodewald ? 
Hempel Ohligmacher | (Deutsches pay eee be 
| Weideschwein) . 
, P 2 = , g g g 
1. Lebenswoche 132 149—140 68—65 134 
2. ‘ 145 146—160 67—71 117 
3. . 146 138—126  61—74 122 
4, 169 124—147 58—79 44 


Sehen wir von den Zahlen Rodewalds zunichst ab, so erkennt man 
leicht, daB in meinen Versuchen trotz gréBerer Milchmengen ein geringerer 
Ansatz erzielt wurde. Dieses tritt besonders deutlich hervor, wenn man 
den Zuwachs vergleicht, der mit 1 kg Milch erzeugt wurde. 





Eigene Versuche 


Hempel Ohligmacher Rodewald im Durchschnitt 
& g g g 
1. Lebenswoche .. . 494 481—517 | £37 
2. = ae 408 340—517 310—341 190 
8. a 337 | 289—357 196 
4. 364 429 164 


Der Unterschied ist ein ganz gewaltiger und, da die Zusammensetzung 
der Milch bei allen Versuchen verhiltnismaBig ahniich war, nicht ohne 
weiteres zu erklaren. Es sei deshalb zunachst eine kurze Berechnung an- 
gestellt: 

Die Trockensubstanz der Schweinemilch betrigt nach den in der 
Literatur vorhandenen und eigenen Untersuchungen im Durchschnitt 17 
bis 18%. Es wiirden demnach mit 1 kg Milch 175 g Trockensubstanz 
verzehrt worden sein. Junge Ferkel enthalten etwa 30°, Trockensubstanz 
(nach Wellmann 27 bis 33%, eigenen Untersuchungen 31,2%). Daraus 
1aBt sich berechnen, natiirlich verhaltnismaBig roh, aber fiir diesen Zweck 
véllig ausreichend, da8 folgende Trockensubstanzmengen erforderlich sind 
bei gegebenem Zuwachs (bei 1 kg verzehrter Milch): 





Nach J. Schmidt* 























Veredeltes Landschwein | wee ow pe vane 
ze | zs - 
| Zeus ° s Ansatz Zu $s Ansatz Zus oe Ansatz 
wachs | 3 3 ees Vers wachs 2 § (ee Ver! wache E yey 
ae e | % a @ if 2. | %e g 2 9% 
= a 
1. Lebenswoche 502 150 86 572 172 98! 237 71 41 
2. . 345 103 59 518 155 89 190 57 33 
3. . | 298 89 51 366 110 63 196 59 34 
4. is 262 79 «445 478 146 83 164 49 28 


* Ziichtungskunde 1926, S. 242. 


Bei meinen Versuchen sind also 30 bis 40% der Trockensubstanz 
etwa zum Ansatz gelangt, was natiirlich ist, da die kleinen Tiere bekanntlic! 
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wesentliche Mengen Nahrstoffe zur Erhaltung der Kérpertemperatur 
verbrauchen. AuBerdem geht ja auch mit Kot und Harn noch ein be- 
trachtlicher Anteil Trockensubstanz verloren. Bei den von Schmidt und 
Mitarbeitern gefundenen Zahlen ist dagegen der Ansatz unmdglich hoch, 
in einem Falle etwa 100°. Daraus geht wohl sicher hervor, daB allen 
diesen Untersuchungen ein grundlegender Fehler anhaften muB. 

Dieser Fehler besteht darin, daB bei allen Versuchen an den ,,Kontroll- 
tagen‘* die Ferkel nur achtmal zum Saugen angesetzt werden, die iibrigen 
Tage aber frei bei der Mutter sind. An diesen Tagen saugen aber die Ferkel 
zwei- bis dreimal so oft. Nun konnte ich in meiner Arbeit nachweisen, 
daB die Milch sich bei der Sau sehr schnell wieder ansammelt, und daB bei 
dreistiindigen Pausen fast dieselbe Menge Milch bei jedesmaligem Saugen 
gewonnen wird, wie bei etwa zweistiindigen Pausen. Die Ferkel haben also 
an den ,,Kontrolltagen“ viel weniger Milch bekommen als an den tibrigen. 
Mithin sind alle Zahlen iiber die absolute Héhe der Milchleistung séugender 
Sauen, ebenso wie iiber den Produktionswert der Milch, die Hempel, Ohlig- 
macher und Rodewald fanden, falsch. 

Will man diese Bestimmungen mit Hilfe der ,,Kontrolltage‘* durch- 
fiihren, so ist unbedingt nétig, da8 man zunichst feststellt, wie oft die 
Ferkel saugen, wenn sie frei bei der Mutter sind. Und genau so mu8 man 
dieselben an den Kontrolltagen saugen lassen. L&®t man sie statt 20- nur 
8mal Milch aufnehmen, so braucht man sich nicht zu wundern, wenn die 
Milechmenge zu gering gefunden wird. 











Uber die Bedingungen 
der Harnstoffbildung in der isolierten Leber. III.' 


Von 


P. P. Astanin und W. M. Rubel. 


(Aus der biochemischen Abteilung des staatlichen Instituts fiir experimentel le 
Medizin zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 21, August 1928.) 


Wir konnten in unseren friiheren Arbeiten unter anderem bemerken, 
daB bei der Durchstrémung der Leber mit der Ringerlésung, welche 
Ammoniaksalze enthalt, keine Harnstoffbildung statthat; dasselbe 
war friiher von dem italienischen Forscher Clementi beobachtet. 

In dieser Mitteilung fiihren wir die Beobachtungen an, welche den 
Zweck hatten, zu bestimmen, was fiir eine Zusammensetzung der 
Perfusionsfliissigkeit fiir die Harnstoffbildung nétig ist. Wir machten 
eine Reihe vor Versuchen, welche sich durch den Charakter der Per- 
fusionsfliissigkeit unterschieden. Andere Versuchsbedingungen waren 
denen der friiheren Arbeiten gleich. Die Perfusionsfliissigkeit enthielt 
jedesmal dieselbe Menge des kohlensauren Ammoniaks. Der Hamoglobin- 
gehalt wurde in dem Hiamoglobinometer von Sahli, die Menge des 
Harnstoffs gravimetrisch nach der Methode von Fosse bestimmt 
Alle Versuche wurden mit Hunden ausgefiihrt. 

Die erste Versuchsreihe bestand in der Wiederholung unserer 
friiheren Beobachtungen des Ganges der Harnstoffbildung bei der 
Durchstrémung der isolierten Leber mit dem defibrinierten Blute 
welches mit der Ringerlésung im Verhaltnis 1:1 verdiinnt war. Dazu 
wurde kohlensaures Ammonium zugesetzt (1,5 g fiir 1000,0). Das 
war nétig, um sich zu iiberzeugen, daB die Bedingungen der Experimente 
den friiheren identisch sind (s. Tabelle I). 


' Vorgetragen auf dem 3. KongreB der russischen Physiologen, Moskau, 
den 30. Mai 1928. 
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Tabelle I. 


Versuche mit dem 1: 1 verdiinnten defibrinierten Blute. 








M é Ur+ »Gehalt 
durchetsOanten Hb-Gehalt sae oe r ue . oe Std. mach 
Flussigkeit der rchs der rchs , 
. (N Hy), CO stromung stromung Verinderung 
Liter 9 mg*°/o mgr 9 ®%o 
1 25 1,5 12.0 31,0 L 158.5 
1 25 15 18,3 48.0 + 162.2 


Die Resultate wiederholen véllig unsere friiheren Beobachtungen. 


Ohne die allgemeinen Bedingungen zu verindern, gingen wir zu 
einzelnen Modifikationen iiber. welche darin bestanden, da8 wir aus 


der Perfusionsfliissigkeit der Reihe nach einzelne Bestandteile aus- 
schlossen. 


Beschreibung der Versuche. 


In den folgenden Versuchen (Tabelle IT) wurde in der Ringerlésung 


Hamoglobin, welches aus dem Pferdeblut nach Hoppe-Seyler erhalten 
wurde, gelést. 








Tabelle II. 
Menge der Ur++Gehalt in der Durchstrémungsfliissigkeit 
durchstrémten Hb-Gehalt | Menge des —— Seomesneeonene 
i i setzt vor 1 Std. nach 
— | N ‘s CO, der Durch: der Durch- Veranderung 
com O/o . ’ strémung strémung 
1000 15.0 1.5 
0) 25 5 bd 
1000 8 - 5 ‘ Kein Harnstoff 
1000 14 1.5 ; 


Ferner machten wir Versuche (Tabelle IIT), wo die Perfusionsfliissigkeit 
aus der Ringerlésung und den Erythrocyten des Hundes bestand. Die 
Auswaschung der Erythrocyten von dem Serum wurde mit der physiologi- 
schen Kochsalzlésung gemacht, wie es Hoppe-Seyler bei der Hamoglobin- 








Tabelle 111. 
Versuche mit den mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschenen 
Erythrocyten. 
Menge der Urt -Gehalt 
durchstrémten HbsGehalt Menge des 1 Std h ——— 
Flussigkeit zugesetzten vor Std. nec ; 
(NHyg 2 COs der Durch- der Durch Veranderung 
ccm 9 strémung strémung 
900.0 26.0 14 | ¥ 
1000.0 22 () 1.5 | Kein Harnstoff 
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darstellung machte, aber diese Prozedur wurde zweimal wiederholt. Di: 
auf diese Weise erhaltenen roten Blutkérperchen wurden in der Ringe 
lésung in einer Menge suspendiert, welche fast gleichen Hamoglobingeha!: 
wie das defibrinierte und doppelt verdiinnte Blut in den friiheren Versuchen 
hatte. 

Diese letzten Versuche wurden wiederholt, aber mit den hamolysierten 
Erythrocyten (nach der Auswaschung mit physiologischer Kochsalzlésung ) 


Tabelle IV. 


Versuche mit den hamolysierten Erythrocyten. 








Menge der Urt «Gebalt 
durchstrémten  Hb-Gehalt Menge des 1 Sed . — 
Flissigkeit — zugesetztcn vor . nac! 
(N Hy) COs der Durch- der Durch- Veranderung 
com %y stromung stromung 
50,0 8 ib ie 
By os ; 5 Kein Harnstoff 


2s blieb nun iibrig, analoge Versuche mit dem Serum, welches mit 
der Ringerlésung doppelt verdiinnt wurde, aber keine Erythrocyten enthielt, 
auszufiihren. Wie aus der Tabelle V zu ersehen ist, erhailt man als 
Resultat eine gewisse Steigerung des Harnstoffs, welche aber recht un- 











bedeutend — im Vergleich mit den Grundversuchen war (Tabelle I). 
Tabelle V. 
Versuche mit dem Serum. 
Menge der aie | Urt+-Gehalt 
urchstromten | der 1 Std. nach d 
Flussigkeit (N ae On Durchstrémung I Jurchstrémung Veranderung 
een : mg-°/o mg-°/o lo 
1000 1,5 13,14 1429 | + 875 
1200 1,8 20,57 22,37 + 8,75 
1000 1,5 9,10 10,60 | + 165 


Die letzten Versuche bestanden aus der Durchstrémung des Serums, 
welches 1: 1 mit der Ringerlésung verdiinnt war und hamolysierte Erythro- 
cyten enthielt. 


Tabelle VI. 


Versuche mit dem Serum und den hamolysierten Erythrocyten. 








Ur+-Gehalt 
Menge der 
durchstrémten | pence Aaa vor der 1 Std. nach der 
Flussigkeit | (N ‘aC Os Durchstrémung Durchstrémung Veranderung 
com mg-°'o , mg-°/o %9 
750 1,1 8,57 10,3 + 21 
950 1,4 13,70 13,7 — 
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Infolge dieser Resultate kénnen wir sagen, da8 wir auch hier keine 
so groBe Steigerung der Harnstoffbildung sehen, wie wir sie in den Grund- 
versuchen hatten (Tabelle I). Eine unbedeutende Harnstoffsteigerung, 
welche man in einem Versuche beobachtete, kann wahrscheinlich dadurch 
erklart werden, daB ein gewisser Teil der roten Blutkérperchen nicht ge- 
niigend haimolysiert war. 

Wenn man zu diesen Versuchen die Angaben der ersten Mitteilung 
zugibt, welche den Verlauf der Harnstoffbildung im Falle der alleinigen 
Anwendung von Ringerlésung fiir die Perfusion betreffen, so kann man 
eine gemeinsame Tabelle der Resultate aufstellen, welche deutlicher den 
Gang der Harnstoffbildung unter verschiedenen Bedingungen zeigt. 


Tabelle VII. 


(Revisionstabelle.) 





Ringer Serum 
Erythrocyten . . . keine hat statt 
Hamolysiertes . . keine Spuren 
__ 32a hat statt —_ 
Hamoglobin .. . keine — 


Es ist klar, daf die Harnstoffbildung aus dem kohlensauren Ammonium 
in der isolierten Leber nur bei Gegenwart der Perfusionsfliissigkeit und gleich- 
zeitig der Erythrocyten und des Serums vor sich geht (Tabelle VII). 


Besprechung. 
Die Arbeiten von Fosse, Werner, Fearon und Montgomery fiihrten 
zu folgender Vorstellung der Harnstoffbildung, welche in folgendem 
Schema dargestellt sein kann (Pryde). 


I. Stufe: RCH.NH, RCH. N=CH, + H,O 
| ‘ —- | — 
COOH+ HCHO COOH 


Il. Stufe: R.CO 


+HNCO+H,0 —> 
COOH 
Ill. Stufe: HO.C=N @ NH=C=—0+H,0 —> NH, + C0, 
oe _NHs 
HN C< 
ay 
0 NH; 
IV. Stufe: NH,OCN @ NH; +HOCN @ HNCO+ Nil, —> HN:C. | 
0 


Man sieht daraus, daB das wichtigste Zwischenprodukt der Harn- 
stoffbildung die Cyansaure ist, fiir deren Bildung, auBer den stickstoff- 
haltigen Verbindungen, die Gegenwart von anderen organischen Stoffen 
und der Oxydationsprozesse nétig ist. Die Ammoniaksalze im alkalischen 
Milieu begiinstigen nur die Harnstoffbildung aus der Cyansiure. 

Das angefiihrte Schema kann gewiB nicht fiir unwiderlegbar gelten. 
Doch scheint es zweckmaBig, zu versuchen, es mit unseren Beob- 
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achtungen in Ubereinstimmung zu bringen. Wie wir gesehen haben 
erfolgt die Harnstoffbildung ohne Serum nicht; wie es scheint, ist in 
diesem Falle die erste Stufe dieses Prozesses erschwert. Die Abwesenheit 
der roten Blutkérperchen bedingt den Mangel der Oxydationsprozesse 
Man soll nur die Erythrocyten mit Serum zusammenbringen, dann ver 
lauft die Harnstoffbildung wie gewohnlich. Es ist interessant, zu be 
merken, daB die Reizung des Nervus vagi, welche mehrere Forscher fiir 
ein Moment, das die Oxydation begiinstigt, halten, auch zu der Steige 
rung der Harnstoffbildung fiihrt, wie man in unseren Arbeiten sieht 
(siehe II. Mitteilung). Die Zusetzung der Ammoniaksalze in unseren 
Versuchen endlich, wie in denen der anderen Forscher (s. 1. Mitteilung) 
fiihrte niemals zu regelmaBigen Mengenverhiltnissen, d.h. ein und 
dieselbe Menge der Ammoniaksalze gab  verschiedene Mengen 
Harnstoff, was in Beziehung zu dem angefiihrten Verlauf der 
Harnstoffbildung (dritte Stufe) steht. Es wird dadurch erklart, dat 
die Harnstoffbildung hauptsiachlich von der Intensitat der Oxydations- 
prozesse im organischen Milieu abhangt, welche zur Ansammlung der 
Cyansiure fiihren. Die Ammoniaksalze begiinstigen nur den Ubergang 
der Cyansiure in Harnstoff im alkalischen Milieu (vierte Stufe). 

Diese Zusammenstellung des Schemas der Harnstoffbildung mit 
den von uns gemachten Beobachtungen erlaubt, wie es scheint, unsere 
Resultate zu verstehen, und befahigt, uns zur selben Zeit mit einer 
detaillierten Bearbeitung dieses Schemas zu beschaftigen, denn wie 
es scheint, entspricht dieses Schema der Wirklichkeit. 


Wir sprechen Herrn Prof. S. S. Salaskin unseren Dank aus fiir die 
Anregung, uns mit der Rolle der Erythrocyten bei der Harnstoffbildung 
zu beschaftigen. 

Literatur. 


1) P. Astanin, 1. Kriwsky, W. Rubel, diese Zeitschr. 194, 254, 1928. 
2) P. Astanin und W. Rubel, ebendaselbst 194, 262, 1928. — 3) Clement. 
zit. nach Kapfhammer, Oppenheimers Handb. d. Biochem. 9, 153, 1924. — 
4) Fearon und Montgomery, Biochem. Journ. 18, 1924. 5) Fosse, C. r. 
168 und 169, 1919. — 6) Werner, ,,The chemistry of Urea**. London 1923. 
7) Pryde, ,,Recent advances in biochemistry“. 1928. 














Atmung und Glykolyse der Trypanosomen. II. 
Von 
B. von Fenyvessy und L. Reiner. 
(Aus dem Hygienischen Institut der k. ung. Elisabeth-Universitat, Pécs.) 


(Eingegangen am 21. August 1928.) 


In einer friiheren Arbeit (1) haben wir den respiratorischen Stoff- 
wechsel der Trypanosomen in kompliziert zusammengesetzten Medien 
(Nahrbeuillon, Blutserum) mit Hilfe des Barcroftschen Differential- 
apparats untersucht. Es wurde ein ausgiebiger Sauerstoffverbrauch 
und eine Kohlensiureproduktion der Trypanosomen festgestellt und 
auch der Einflu8 verschiedener Gifte und Chemotherapeutica auf 
diese Vorgiange untersucht. In einer weiteren Arbeit hat der eine von 
uns [v. Fenyvessy (2)] versucht, die im in-vitro-Versuch ermittelten Tat- 
sachen auf das lebende, mit Trypanosomen infizierte Tier (Ratte) zu 
iibertragen, und ist dabei zu dem Resultat gelangt, daB die Trypano- 
somen Krankheit bzw. Tod der Ratte als Folge einer Konkurrenz der 
Parasiten mit dem Wirtstier um fiir beide lebenswichtige Stoffe (Sauer- 
stoff, Zucker) aufgefaBt werden kann’ Die Untersuchungen wurden 
im hiesigen Institut durch Scheff(3) in eingehenden Stoffwechsel- 
versuchen weiter verfolgt. 

In der vorliegenden Mitteilung méchten wir die urspriinglichen 
in-vitro-Versuche durch neue Tatsachen erganzen. Wir haben seinerzeit 
in der Mehrzahl unserer Versuche entsprechend dem damaligen Stande 
der Methodik nur den Sauerstoffverbrauch bestimmt. Fiir eine gleich- 
zeitige Kohlensdiurebestimmung stand damals keine Methode zur 
Verfiigung. Als eine solche — wenn auch, wie schon damals betont, 
ziemlich ungenaue Methode — haben wir folgendes erdacht und an- 
gewendet. Wir haben zwei Parallelversuche mit genau _ iiberein- 
stimmenden Mengen von Trypanosomen gleichzeitig angestellt. In 
einem Apparat wurde die Kohlensiure mit K OH absorbiert, im zweiten 
jedoch nicht. In der Annahme, daB8 das Medium mit CO, bereits zu 
Beginn des Versuches gesittigt war, konnte aus den Unterschieden 
n der Anderung der Gasvolumina in den beiden GefiBen die CO,- 
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Produktion annaherungsweise bestimmt werden. Wir haben schon 
seinerzeit ausdriicklich betont, daB diese Annahme nicht immer be 
rechtigt ist, und daB ihre Brauchbarkeit damals auch nicht kontrollierbar 
war. Deswegen war auf Grund unserer Versuche nur so viel feststellbar 
daB eine Kohlensiureproduktion der Trypanosomen vorhanden ist 
aber wahrscheinlich in gréBerem Umfange als wir sie angegeben haben 
Inzwischen ist eine auberordentlich geistreiche Methode fiir die Be- 
stimmung von Sauerstoff-, Kohlensaiure- und Milchsiureverbrauch bzw 
Bildung der Zellen von O. Warburg (4) und seinen Mitarbeitern aus- 
gearbeitet worden, welche uns die Fortsetzung unserer Versuche mit 
einer verbesserten Methodik erméglicht hat, und die wir auch bei den 
vorliegenden Untersuchungen verwendet haben. 


Die erste Frage, die wir in Angriff genommen haben, betrifft den 
Verlauf der Atmung und Glykolyse der Trypanosomen in zucker- 
haltiger Ringerlésung von verschiedener Alkalinitét. Es lag uns daran. 
die Art und Weise des Zuckerabbaus der Trypanosomen in dieser 
Anordnung zu untersuchen, und zwar besonders aus dem Grunde. 
weil in den oben erwahnten Rattenstoffwechselversuchen dem Zucker. 
abbau eine besondere Bedeutung fiir die Erklarung des pathologischen 
Geschehens zukommt. 


Zur Ausfiihrung der Versuche verwendeten wir Trypanosomen (equi- 
perdum), die aus Rattenblut durch Abzentrifugieren isoliert, mit Ringer- 
lésung gewaschen und dann in zuckerhaltiger Ringerlésung aufgenommen 
wurden. Das Medium war also praktisch frei von geléstem Eiwei® ; somit 
konnte hier die fiir solche Falle angegebene Methode Warburgs benutzt 
werden. Die Versuche wurden in einem Wasserbad von 37°C (+ 0,05) aus- 
gefiihrt. Zu jedem Versuch gelangten sechs Apparate zur Anwendung, und 
zwar: GefiB I (Gasvolumen = 6,99, Fliissigkeitsvolumen = 7,00, Ko, 
= 0,631, Keo, = 1,01) mit groBem Fliissigkeitsvolumen und GeféB II! 
' (Gasvolumen = 9,30, Fliissigkeitsvolumen = 3,00, ko, = 0,825, kco, 
= 0,989) mit kleinem Fliissigkeitsvolumen, beide mit 5% CO, haltigem 
O, gefiillt und zur Berechnung des aeroben Zuckerabbaus Xo,, xed, und y 
verwendet, Gefi8B II (Gasvolumen = 5,72, Fliissigkeitsvolumen = 7,00, 
Ko, = 0,520, Koo, = 0,900) und GefaB V (Gasvolumen = 9,67, Fliissigkeits- 
volumen = 3,00, ko, = 0,857, koo, = 1,02) mit 5% CO, haltigem 
N, (O-frei) gefiillt, zur Ermittlung der anaeroben Glykolyse: Xt3,° 
Apparate IV und VI wurden als Thermobarometer benutzt. Die Trypano- 
somen wurden in schwach angeséuerter Lésung in der Biirkerschen Kammer 
gezihlt. In der Tabelle I bedeuten Qo,, Q0d,> God, ‘lie pro Stunde und pro 
100 Millionen Trypanosomen berechnete Menge der angegebenen Gase in 
Kubikmillimeter ausgedriickt. Die Versuchsdauer der einzelnen Versuche 
muBte ziemlich kurz bemessen werden, weil die Trypanosomen in dem 
benutzten Medium verhaltnismaBig rasch absterben, und weil durch die 
Vorbereitung des Versuches an sich schon viel Zeit verloren geht. Beziiglich 
aller iibrigen methodischen Einzelheiten méchten wir auf die zitierte Arbeit 
von Warburg hinweisen. 
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Uberblicken wir die in der Tabelle I zusammengefaBten Resultate 
so laBt sich zunachst feststellen, dab die Trypanosomen, wie wir da: 
in friiheren Versuchen gefunden haben, O, verbrauchen und CQ, 
produzieren. Der auf 100 Millionen Trypanosomen berechnete Ver- 
brauch an Sauerstoff betragt etwa 5cmm pro Stunde. Auf dis 
Erklarung der Schwankungen im Sauerstoffverbrauch kommen wir 
weiter unten zuriick. Die CO,-Produktion ist sowohl im aeroben wir 
auch im anaeroben Versuch ziemlich hoch. Fassen wir die Werte » 
(negative respiratorische Quotienten) ins Auge, so sehen wir, daB si: 
durchweg zu hoch (1,7 bis 3,6) liegen, um einen rein oxydativen Vorgang 
annehmen zu kénnen. Setzen wir den respiratorischen Quotienten 
gleich 1, so ergibt sich ein Uberschu8 an Kohlensiureproduktion, den 
wir nach Warburg als Extrakohlensiure bezeichnen wollen und ihn 
als das Ma einer neben der Atmung einhergehenden Glykolyse auf. 
fassen miissen. Die Trypanosomen kénnen den Zucker also sowoh! 
durch Oxydation, wie auch durch Glykolyse zersetzen. Das Ausma\i 
der Glykolyse ist im aeroben Versuch ungefahr ebenso groB wie bei 
anaeroben Verhaltnissen. Die Glykolyse erfolgt also unter sonst gleichen 
Bedingungen von der Oxydation vollstandig unabhangig. Diese 
Folgerung stiitzt sich auf die ziemlich gute Ubereinstimmung der in 
den Kolumnen 15 und 16 enthaltenen Werte. 

Nachdem wir den Verlauf der Atmung und Glykolyse der Trypano- 
somen in ihren Grundziigen erkannt hatten, wollten wir den Einflui 
einiger Gifte auf diese Vorginge verfolgen. Bei unseren friiheren Unter- 
suchungen haben wir gefunden, daB das Chemotherapeuticum Germanin 
sowie die Blausiure die Atmung der Trypanosomen in keiner Weise 
beeinflussen. Dies ist um so interessanter, als das Germanin in vivo 
ein héchst wirksamer trypanozider Stoff und die Blausaure als das 
Prototyp des Atmungsgiftes bekannt sind. Die Wiederholung dieser 
Versuche zeigte fiir die Atmung dasselbe, sie blieb durch beide Stoffe 
voéllig unbeeinfluBt. Als neues kénnen wir nun noch hinzufiigen, dal 
diese Gifte auch fiir die Glykolyse véllig wirkungslos sind. 

Endlich méchten wir auf eine auBerst interessante Tatsache auf. 
merksam machen, die sich bei der naiheren Betrachtung der Tabelle 
ergibt. Man sieht, daB die in den einzelnen Versuchen gefundenen 
Werte fiir Atmung und Glykolyse und insbesondere fiir y erhebliche 
Schwankungen aufweisen. Eine GesetzmaBigkeit scheint bei fliichtiger 
Betrachtung nicht vorhanden zu sein, doch finden wir eine solche. 
wenn wir auch die Alkalinitat des Mediums in Betracht ziehen. Es 
ergeben sich daraus sehr interessante Beziehungen zwischen der Wasser- 
stoffionenkonzentration und der Verteilung des Zuckerabbaus zwischen 
Oxydation und Glykolyse. Verschiebt man das pq nach der sauret 
Richtung, dann ist die Oxydation geringer und die Glykolyse groli, 
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eine mehr alkalische Reaktion wirkt im entgegengesetzten Sinne (vgl. 
Versuche Nr.3 und 5). Im Verlauf eines und desselben Versuches 
kommt dieser Einflu8 darin zum Ausdruck, daB die Oxydation am 
Ende des Versuches viel rascher aufhért als die Glykolyse. Man findet 
nimlich als Erklarung hierfiir, wenn man am Ende des Versuches die 
Reaktion bestimmt, eine Sauerung des Mediums, was iibrigens eine 
notwendige Folge der Milchsaiurebildung ist (z. B. war im Versuch Nr. 5 
nach dreistiindigem Verweilen im Wasserbad bei 37°C py = 7,0). 


Ks ist daher sehr wahrscheinlich, daB, falls man die Messungen 
bei konstanter Wasserstoffionenkonzentration durchfiihren kénnte, 
sich dann die y-Werte und auch die Q-Werte viel konstanter und erstere 
bei alkalischer Reaktion noch geringer gestalten wiirden. Es ist sogar 
durchaus nicht ausgeschlossen, daB man bei geeigneter Wasserstoff- 
ionenkonzentration einen praktisch rein oxydativen Zuckerabbau 
finden kénnte. 


Es sei noch bemerkt, daB eine erhebliche Siuerung (py = 7.0) 
nicht nur die Oxydation, sondern, wenn auch in viel geringerem MaBe, 
auch die Glykolyse beeintrachtigt. 


Neben der Wirkung der Saure auf chemische Vorgiinge sei noch 
ihre Wirkung auf die Lebensdauer und Beweglichkeit der Trypanosomen 
erwahnt. Aus Reagenzglasversuchen, die zu diesem Zwecke angestellt 
worden sind, geht hervor, dai die Trypanosomen zwischen, py 7 bis 8 
in saureren Medien rascher absterben als in alkalischeren. Dab es sich 
hierbei nicht lediglich um eine Saurewirkung handelt, geht daraus 
hervor, daB bei Hinzufiigung von Nahrbouillon im Verhaltnis 1:5 
was das py der m/15 Phosphatgemische nicht merklich beeinflussen 
kann — die Saurewirkung verschwindet. Wir méchten in diesem 
Zusammenhang auf die von uns bereits friiher konstatierte lebens. 
verlangernde Wirkung der Nahrbouillon hinweisen. 


Tabelle II. 
Beweglichkeit der Trypanosomen nach einstiindigem Verweilen in 4:5 
verdiinnten m/15 Phosphatgemischen. 





Verdiinnt =p 68 | Py 7.0 | Pyit.2 Py 4 | PH 76) Py 78 |) Py 80 


mit 
Bouillon — sehr gut gut ? sehr gut | sehr gut sehrgut| nicht 
Ringer nicht nicht nicht : * . i @ kaum 


Wie sich Atmung und Glykolyse und ihre Abhangigkeit von der 
Wasserstoffionenkonzentration in Bouillon, Serum usw. gestalten, soll 
durch entsprechende Versuche entschieden werden. 
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Zusammenfassung. 


Trypanosomen zersetzen Zucker in Ringerlésung teils auf oxy 
dativem Wege, teils durch Glykolyse. Die aerobe und anaerobe 
Glykolyse sind einander ungefahr gleich. Blausiure und Germanin 
sind sowohl auf die Oxydation wie auch auf die Glykolyse ginzlich 
unwirksam. 

Es wird gezeigt, daB zwischen py 7 bis 8 in alkalischen Lésungen 
die Oxydation, in sauren die Glykolyse vorwiegt. Die Verschiebung 
nach der sauren Reaktion und die entsprechende Abnahme der Oxy- 
dation bzw. die Zunahme des respiratorischen Quotienten 1a8t sich im 
Verlauf eines und desselben Versuches nachweisen. 

Ausgefiihrt mit der dankenswerten Unterstiitzung des ungarischen 
Landesfonds fiir Naturwissenschaften. 
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Zur Methodik der Untersuchung 
und Identifizierung von Fetten und Fettgemischen. I. 


Von 


B. Lustig und G. Botstiber. 


(Aus dem chemisch-pathologischen Laboratorium der Rudolfstiftung, 


Wien III.) 


(Eingegangen am 24. August 1928.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Da die Fette keine einheitlichen chemischen Individuen sind, 
sondern der Hauptsache nach aus hochmolekularen Glyceriden bestehen, 
kommen den physikalischen Untersuchungsmethoden neben den 
chemischen weitgehende Bedeutung zu, da durch jene oft Veranderungen 
in der Zusammensetzung noch nachgewiesen werden kénnen, wo diese 
versagen. Da zur Untersuchung und Identifizierung eines Fettes oder 
Fettgemisches im allgemeinen gréBere Substanzmengen erforderlich 
waren, versuchten wir in erster Linie, solche Methoden zu finden, durch 
welche auch beim Vorhandensein geringerer Fettmengen eine Identi- 
fizierung ermdglicht wird. 


I. Mikroskopische Untersuchung. 


Wir gingen zuerst an die mikroskopische Untersuchung der Fette 
heran. Die bisher gebraéuchliche Methode (Lésen des Fettes in Petrolather, 
Alkohol, Ather, Aceton usw., Verdunstenlassen eines Tropfens auf dem 
Objekttriger und Vergleichen mit gleichbehandeltem reinen Fett) ergibt 
oft, besonders bei Pflanzenfetten, unzureichende Resultate. 

Wir unternahmen darum Versuche, ob die mikroskopische Betrachtung 
einer diimnen Eettschicht Anhaltspunkte fiir dessen Zusammensetzung 
ergibt. Die Fettschichten wurden in der Weise hergestellt, daB ein Troptfen 
des geschmolzenen Fettes zwischen zwei Objekttragern auseinandergezogen 
und dann eine halbe Stunde im Eiskasten aufbewahrt wurde. Nur diese Form 
der Ausfiihrung ergab, gegeniiber den bisherigen Untersuchungsmethoden, 
schirfere Unterschiede zwischen verschiedenen Fetten bei der mikroskopi- 
schen Betrachtung. Die gebrauchten Vergréerungen waren 400- bzw. 
600fach. Es ergeben sich gréBere Unterschiede in der Art des Erstarrens 
der diinnen Fettschichten bei verschiedenen Fetten. Die gebrauchten 
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Vergleichsobjekte werden in gleicher Weise vorbehandelt wie das unter- 
suchte Fett. Die Wiedergabe der erwahnten Unterschiede in Worten ist 





Abb. 1. KakaopreBbutter. 





Abb. 2. Kakaoschalenbutter. 


recht schwer. An den Reproduktionen unserer photographischen Aut- 2 
nahmen kann man, trotz des starken Lichtbrechungsvermégens der Fett- \ 
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praparate, die charakteristischen Unterschiede der verschiedenen Fett- 
sorten deutlich erkennen (Abb. 1 bis 6). Fiir die Ausfiihrung der photo- 





Abb. 3. Gehiarteter Tran. 





Abb. 4. Gehiartetes Kokosfett. 


graphischen Aufnahmen gestatten wir uns Herrn Professor Dr. Priesel 
unsern Dank auszusprechen. 
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Abb. 5. Palmkernfett. 





Abb, 6. Rindstalg 


Il. Untersuchung im ultravioletten Licht. 
Weitere Unterschiede zwischen den einzelnen Fetten fanden wir 
bei der Untersuchung (der Fette) im ultravioletten Licht. Verschieden: 
Fette zeigen im Untersuchungsraum einer Hanauer Analysenlamp I 
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verschiedene Starke und Farbe der Fluoreszenz. Es wurden sowohl 
eine Fette zur Untersuchung verwendet, wie auch ihre gebrauchlichen 
Handelssorten, weiter gelangte auch Pflanzenbutter verschiedener 
Herkunft zur Untersuchung. Um einen MaBstab der Fluoreszenzstiarke 
zu haben. charakterisierten wir sie durch fiinf in verschiedener Stirke 
fluoreszierende Fette. Als zweiter Faktor kommt dazu der Farbfon, der 
sich jedoch nur unvollkommen beschreiben laBt. So zeigen oft ver- 
schiedene Fette beim Vergleichen im ultravioletten Lichte deutliche 
Farbunterschiede, die man durch Beschreibung nur schwer differen. 
zieren kann. 

Die fiinf Fluoreszenzgrade haben wir durch folgende Fette und 
Fettsauren charakterisiert : 

1. Schweineschmalz, 2. KakaopreBbutter, 3. geharteter Tran 
(Margarit), 4. Olsaure puriss. Merck, 5. nicht geh. Kokosspeisefett. 

Da die Versuche gewisse, wenn auch geringe Unterschiede bei 
verschiedener Schichtdicke (auf Filtrierpapier) ergaben, wurden sechs 
Tropfen des geschmolzenen Fettes auf einen hohlgeschliffenen Objekt- 
triger im Eiskasten zum Erstarrengebracht und nach einer halben Stunde 
zur Untersuchung verwendet. Die Objekttrager waren alle aus der 
gleichen Glassorte hergestellt und fluoreszierten schwach  gelblich. 
Die gefundenen Ergebnisse sind in der Tabelle | vereinigt. 





Tabelle 1. 

Nr. Fettart Fluoreszenzfarbe - ws 
1 Gehartetes Kokosfett . . . . . . . | stark violett 4—) 
2 Kokosspeisefett ungebirtet — . .  blanviolett a) 
3 OEE EE eee “ D 
4 Kokola-Pflanzenbutter . . . . . .  schwach gelbgrau 1—2 
5 Margarit, geh. Tran . .... . .  schwach lila 3 
6 Holland. raff. Pflanzenfett D.O.B. 1. 9 schwach violett, matt 1 
7 KakaopreBbutter. . 2... .. . weib, gelb. Rand 2 
8 Talg prima (H*). ...... . .  kanariengelb } 
9 Talg sekunda (H) ....... schwach weibgelb 4 
10 Schweineschmalz (H). . . . .. . ~~ farblos 1 
11 Knochenél (H)... . . .... .  lichtgelb 4—5 
12 oo | | a, ene weib, blaul. Schimmer 5 
13 Palmol luftwebleicht (H) . . . . . ~~ grinlichgelb 
14 Bankafett (HH)... ...... . schneeweib i 
15 Engl. Makombutter (H) . .. . .  schmutzig braunrosa 2 


* H bedeutet Handelsware. 


Die Versuche zeigen in der Fluoreszenzstarke und Farbe grobe 
Unterschiede gegeneinander. Bei Fettgemischen sind Starke und 
Farbe der Fluoreszenz oft von der der Einzelbestandteile abweichend, 
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aber dem starker fluoreszierenden Fett zuneigend. Auch dort, wo dir 
Beschreibung ahnlich lautet, sind Unterschiede gegen das Vergleichs 
praparat leicht zu erkennen, so daB sich die Verwendung eines solchen 
unbedingt empfiehlt. Um den EinfluB der Gewinnungsweise auf div 
Art der Fluoreszenz kennenzulernen, wurde eine Reihe von verschiedenen 
Kakaobuttersorten und ihre Mischungen untereinander einer Unter 
suchung mit der Quarzlampe unterworfen. 


Tabelle 11. 





Nr. Fettart Fluoreszenztarbe to 
l Kakaoprebbutter . . . . . . . . .  weib, gelb. Rand 2 
2 Extrah. K.-B. aus Abfall . . . . . ~~ hell weib, blaulicher 
Schimmer D 
3 Extrah. K.-B. aus Abfall . . . . .  blauweib, bliul. Rand 5 
4 Extrah. K.-B. aus Abfall 50°, K.P. 
B.50% ......+.. =... schneeweiB, biaulicher 


Schimmer D 
a) Extrah. K.-B. mit handelsiblicher 
K. P. B. verschnitten . . . . . .  weib,schwacher gelbst. 
Fleck in der Mitte 3—4 
6 Extrah. K.-B. aus Abfall mit Preb- 


Butter vermengt . .. . . . . . wie 5, nur schwacher 
fluoreszierend 3 
7 Kakaoschalenbutter. . . . . . . .  hellgelbgrau 2—3 
8 K. P. B. 12,5.%, K. Sch. B. 87,59, . — gelblichweib 2 
9 K. P. B. 25%, K. Sch. B. 75% . . .  sehwach violetter Rand 1—2 
10 K. P. B. 50%, K. Sch. B. 50% . — 1—2 


Diese Fettsorten zeigen je nach der Art ihrer Gewinnung grobe 
Unterschiede in ihrer Fluoreszenz. Kakaobuttersorten verschiedener 
Herkunft aber gleicher Art der Gewinnung zeigen auch gleiche Fluo. 
reszenz. Um den EinfluB der Extraktionsmittel auf die Fluoreszenzfarbe 
festzustellen, wurden Palmkernfett und KakaopreBbutter in ver. 
schiedenen Lésungsmitteln gelést, diese dann im Vakuum unter Er. 
warmen verjagt. Als Kontrolle wurde die Eigenfluoreszenz der Losungs- 
mittel untersucht. Die verwendeten Fliissigkeiten waren durchwegs 
purissimum Merck oder ésterreichische Heilmittelstelle. © Wahrend 
Palmkernfett mit den Lésungsmitteln Nr. 1 bis 10 der Tabelle III 
infolge seiner starken Eigenfluoreszenz nur geringe Schwankungen in 
der Fluoreszenzstarke (Nr. 4 bis 5), jedoch keine in der Farbe aufwies 
zeigte KakaopreBbutter gréBere Abweichungen von der Fluoreszenz 
des reinen Fettes (Tabelle III). 


Diese Versuchsreihe ergab, daB die meisten Lésungsmittel einen 
wenn auch geringen EinfluB auf die Fluoreszenzstarke und Fluoreszenz- 
farbe besitzen. Durch Verwendung geeigneter Lésungsmittel, z. B 





re: 


FI 
ist 
mi 





i 








Untersuchung und Identifizierung von Fetten. I. Si 


Tabelle Ill. 





: . Fluoreszenz KakaopreSbutter Fluores- 
Nr. Lésungsmittel der Lésungsmittel extrahiert sone 
starke 
1 Absol. Alkohol . . .  negativ wie reine K. P. B. i—2 
2 ~~ Absol. Methylalkohol as blaulichgrauweib, fast 
farblos 1--2 
3 ie eee ee i weib, blaulicher Stich 2 
Petrolather . . . .  sehwach blauviol. wie Nr. 3, staérker fluor. 3 
> Tetrachlorkoblenstoff —negativ schwach, gelbl.-grauweib 1—2 
6 Benzel . j e weiBgrau, lilaSchimmer 1—2 
7 Benzin . . . . . . = ganz schwach violett wie Nr. 6, nur stirker 2 
8 Chloroform . . . .  negativ wie reine Kk. P. B. 2 
4 Essigither. . 2. . ‘ wie reine K. P. B., nur 
starker 2—3 
1) Amylacetat . . . . ” wie reine K. P. B.. nur 
stirker 2—3 
11 Terpentinol . 2... weib, blaulila Stich 2 


s 
Chloroform, laBt sich das Fett fiir die Fluoreszenzprobe ohne Ver- 
anderung extrahieren. Die Unterschiede in der Fluoreszenzstarke der 
mit verschiedenen Lésungsmitteln behandelten KakaopreBbutter gegen- 
iiber den extrahierten Kakaobuttersorten machen es wahrscheinlich, 
daB bei der Extraktion der Kakaobutter aus den Bohnen gewisse 
Stoffe, wenn auch in sehr geringen Mengen in Lésung gehen, da nach 
A.W. Knapp' die Unterschiede der einzelnen Handelssorten gering 
sind. In Ubereinstimmung aamit fanden wir bei der Kakaoabfall- 
und Schalenbutter einen erhéhten Stickstoffgehalt gegeniiber der 
Kakaoprebbutter, doch waren alle Zahlen innerhalb der in der Literatur 
fiir die Kakaobutter angegebenen Stickstoffwerte. Die weiteren Unter- 
schiede waren eine Erhéhung des Siuregrades und der Jodzahl der 
extrahierten Schalenabfallbutter gegeniiber der reinen Prebbutter. 
entsprechend den in der Literatur? dariiber vorhandenen Angaben. 
Verschiedene Fluoreszenz zeigen auch die einzelnen Fettsauren. Zur 
Untersuchung gelangten sowohl die nach Twitchell gewonnenen Ge- 
mische der festen Fettsauren von einigen Fetten, sowie einzelne reine 
Fettsauren (Merck). Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle LV vereinigt. 

Auch die Fettsauren fiir sich zeigen starke Unterschiede der Fluo- 
reszenz, die aber manchmal von dem Grade ihrer Reiheit bedingt sind 
is. Olsaure). Zusammenfassend kénnen wir sagen, daB mit Hilfe der 
Fluoreszenzprobe die sichere Identifizierung eines reinen Fettes moéglich 
ist, wahrend Beimengungen von fremden Fetten oder Extraktions- 
mitteln die Fluoreszenz beeinflussen. 


! Chem. Centralbl. 1923, IT, 762. 
2 Zeitschr. f. Nahrungs- u. Genubmittel 50, 205, 1925. 
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Tabelle IV. 





Nr. Fettsaure Fluoreszenztarbe Fluoreszen 
starke 
l K. Sch. B., feste F. S. braungelb l 
2 K. P. B. feste F.S.... : : grinlichgelb 2 
5 Geh. Tran feste FS... . ‘ schneeweih 5 
4 Geh. Kokosfett feste F. 8S... , schwach graulila l 
§ Extrah. K. B. feste F.S. . -s. wie reine Kk. P. B. 
b Buttersiureanhydrid . . . . . . .  sehwach gelb 1—2 
7 Palmitinsiure . . . : ae weiblich gelbgrau I 
S Stearinsdure. ..... eat weib, violetter Stich 2 
sa) Olsiure purum (Merck). . schwach gelbl.-viol. 2 
In Olsiiure puriss. Merck. . . . a i violett 4 
11 Propionsiure und Essigsiure. . . . — farblos 


Ill. Nachweis gehirteter Fette und Zusammensetzung der festen Fettsiiuren, 

Fiir den Nachweis geharteter Fette benutzten wir nach dem Vor. 
schlag von Griin' die Bestimmung der Jodzahl der festen Fettsauren. 
die bei gehirteten Fetten infolge ihres Gehalts an ungesattigten festen 
Fettsauren (Isoélsiure usw.) um 20 bis 40 liegt, bei reinen Pflanzen- 
fetten aber 0.2 bis 1,2 betragt. 

Versuche, mit Hilfe des Nickelnachweises gehartete Fette zu be- 
stimmen, ergaben infolge der Schwierigkeiten der Veraschung un- 
geniigende Resultate. Der spektroskopische Nickelnachweis in der 
Asche erscheint uns nach unseren Erfahrungen nicht geniigend ein. 
deutig. Da die Menge der festen Fettsiuren bei der Trennung nach 
Twitchell? bei genauer Einhaltung der Versuchsbedingungen konstante 
Fettsiurezahlen ergibt, schien es uns als Erganzung des in der Fett- 
analyse verwendeten Schmelzpunktes der Gesamtfettsauren fiir richtig 
die Schmelzpunkte der festen Fettsiuren bei den einzelnen Fetten zu 
untersuchen. Um die Verseifungszahl mitbestimmen zu kénnen, emp- 
fehlen wir folgende Versuchsanordnung: 3 bis 4g Fett werden mit 
n/5 alkoholischer Kalilauge verseift und die Verseifungszahl durch 
Neutralisation mit n 5 alkoholischer Essigsaurelésung bestimmt (etwa 
7 g Eisessig in 500 com 96°, igen Alkohols). Die Lésung wird dann 
zum Sieden erhitzt und mit 40 bis 50 cem kochender 5 ° ,iger alkoholischer 
Bleiacetatlisung gefillt, 4 bis 8 Stunden bei 15°C stehengelassen 
abgenutscht und mit 96°,igem Alkohol nachgewaschen, bis das Filtrat 
mit Wasser verdiinnt keine Triibung mehr zeigt, was nach dreimaligem 
Waschen meist erreicht ist. Das erste Filtrat wird mit ein bis zwei 
Tropfen verdiinnter H,SO, auf die Anwesenheit von Blei untersucht 
bei dessen Fehlen die Fallung mit Bleiacetat zu wiederholen ist. Die 


1 Chem.-Ztg. 47, 866, 1923. 
2 Griin, Analyse d. Fette 1, 220. 
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Bleiseifen werden in 100 ccm 96°,igem Alkohol und 0,5 cem Elisessig 
zum Sieden erhitzt, einige Stunden bei 15°C stehengelassen und wie 
oben filtriert und gewaschen. Die Bleiseifen werden mit verdiinnter 
Salpetersiure zersetzt, mit Ather aufgenommen, mit destilliertem 
Wasser zur Saurefreiheit gewaschen, dann in einer gewogenen Schale 
der Ather abgedunstet. Die Jodzahl der festen Fettsiuren wurde nach 
der Schnellmethode von Margosches! (durch Behandlung mit alkoholi- 
scher Jodlésung und Wasser und Zuriicktitrieren des Jods nach 
5 Minuten mit Thiosulfat) bestimmt. Der Schmelzpunkt der festen 
Fettsauren wurde nach l belohde* ausgefiihrt. Die angegebenen Schwan- 
kungen sowie die Mittelzahlen stammen aus Reihen von fiinf bis acht 
Versuchen. Die gefundenen Zahlen sind in Tabelle V vereinigt. 
Tabelle V. 


Feste Fettsiuren. 





Mittel- Schmelz: 











Fettart Menge zahl Jodzabl -\ punkt Mittel 

7, %y °C °C 

KakaopreBbutter . 49.5—51,8 50.6 | 018— 0,52 0,32 57,62-58,8) 58,3 
K. P.B. m. extrahiert. 48.5—49.9 494 | 017— 0.7 OAS 57,9—58,5) 58,1 
Kakaoschalenbutter . 49.7—50.8 | 50.13) 0.12— 018 017 58,.2—58.8 58,6 
Abfallbutter . . . 49,2—50.8 | 49.95) 0.16— 03 0,25 | 57,6—58,2 57,9 
Kokosspeisefett, ungeh. 56,5—57,8 57,3 | 08 — 0,7 OAS 314—382,8 31,1 
Kokosfett, gehartet . 674—68.4 67,85) 28.9 —314 29.9 483—488 48,5 
Palmkernfett . . 538—57.6 56.5 | 02 — 06 0,385 27,8—28,8 28,2 
Geh. Tran (Margarit). 42,8—43,8 43.5 145 —162 15.2 483—488 48.6 
D.O.B. 1. 33,8—36,75 35,8 05—08 0,7 32,8—34,2> 338 
D.O.B.TL . 518—534 524 | 015— 0,37 0,26 31,9—33,5 32,6 
Bankafett . 48.0—54.8 52.2 | OS — 1,1 O89 622—62.8 62,5 
Makonbutter . 37. 8—438.6 42.5 | 0,7 09 OS 335—35.0 34,6 
Kokola 51.2—52.8 522 | 034—09 06 32,0—33,1 32,4 
kernal 468—47.5 47.1 | 05 — 07 0,56 346—34.9 3458 


Die gefundenen Resultate zeigen, da sowohl die Menge der festen 
Fettsiuren wie auch ihre Jodzahlen und Schmelzpunkte innerhalb 
enger Grenzen konstant sind bei genauer Einhaltung der Versuchs- 
bedingungen. Die Jodzahlen der verschiedenen Pflanzenfette sind 
unter 1.2. Im Gegensatz dazu ist die Jodzahl gehirteter Fette sehr 
groB, so daB schon 2 bis 5°, des geharteten Fettes nachgewiesen werden 
kénnen. Die Schmelzpunkte der festen Fettsaduren, die nach der 
Twitchell-Methode gewonnen wurden, entsprechen den Schmelzpunkten 
der nach der bekannten Zusammensetzung der Fette synthetisierten 
Fettsiuregemische. So z. B. enthalt reine KakaopreBbutter nach 


' Zeitschr. f. angew. Chem. 87, 334, 982, 1924. 
2 Handb. d. chem. Technol. d. Fette u. Ole 1, 321, 1908. 
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Amberger' 43 bis 45°, Olsiure, 23 bis 25°, Palmitinsiure, 31 bis 33: 

Stearinsiure. Es fehlen entgegen alteren Anschauungen alle héheren 
Homologen der Stearinsdure (z. B. Arachinsiure), was auch von andere: 
Seite bestitigt worden ist. Die Menge der festen Fettsduren soll also 
bei Kakaobutter etwa 52°, betragen und aus einem Gemisch von 
41,6 bis 42,5°, Palmitinsiure und 57,5 bis 58,5°%, Stearinsaéure be 
stehen. Da aber die Bleiseifen der festen Fettsiuren allerdings mur 
minimal in Alkohol léslich sind, und zwar Bleipalmitat leichter als 
Bleistearat, so werden etwas geringere Mengen fester Fettsauren ge 
funden, der Schmelzpunkt entspricht nach W. Heinz? einem Gemisc 
von etwa 40°, Palmitin- und 60°, Stearinsiure. Der niedrige Schmelz 
punkt des Palmkern- und Kokosspeisefetts ist durch das Vorhandensein 
von Laurin- und Myristinsiure bedingt, was auch fiir hollandisches 
raffiniertes Pflanzenfett D.O.B.1 und D.O. B. 11 usw. gilt. Bei 
Gemischen liegt der Schmelzpunkt héher, als der prozentualen Zu- 
sammensetzung entspriche. Versuche mit Hilfe der Prazipitinreaktion 
unter der Annahme, dai Fette Haptene*® sind, diese zu identifizieren 
ergaben véllig unzureichende Resultate. 

In unseren weiteren Veréffentlichungen wollen wir unsere Unter- 
suchungen tiber die qualitative sowie in gewissen Grenzen quantitative 
Zusammensetzung von Fettgemischen sowie ihre Anwendung auf Fett- 
verfalschungen, mitteilen. 


! Zeitschr. f. Nahrungs- u. GenuBmittel 48, 371, 1925. 

2 Liebigs Ann. 92, 295. 

3 Haptene sind nach Landsteiner solche Stoffe, die, allein injiziert, 
keine Prazipitinreaktion hervorrufen, wohl aber in Verbindung mit Eiweil. 
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Uber 
die Aufnahmefahigkeit roter Blutkérperchen fiir Livulose. 


Von 


Ceorg Eisner und Fritz Lewy. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 


(Eingegangen am 24, August 1928.) 


Die Untersuchungen, iiber die im folgenden berichtet werden soll, 
kniipfen an die Arbeiten von 0. Loewi' an, der zusammen mit seinen Mit- 
arbeitern in einer gréBeren Reihe von Arbeiten die Fixation von Glucose 
an Zellstrukturen unter verschiedenen Bedingungen in vitro studierte. 
Aus dem von Loewi und Héusler angestellten Grundversuch ergab 
sich zunachst, daB menschliche rote Blutkérperchen in vitro aus einer 
Plasma-Glucoselésung nach Insulinzusatz mehr Zucker aufnehmen als 
ohne diesen Zusatz. Sie stellten ferner fest, daB aus diabetischen Plasmen 
wesentlich weniger Glucose von den Blutkérperchen aufgenommen 
wurde als aus normalen Plasmen. Damit hat Loew?, wenigstens im 
Modellversuch an Blutkérperchen, den experimentellen Nachweis 
erbracht, daB beim Diabetes eine Hemmung der Glucoseaufnahme 
durch Zellen besteht. 

Nun ist seit den klinischen Untersuchungen von Kiilz bekannt, 
daB der Zuckerkranke Livulose noch in gewissem Umfange toleriert, 
auch wenn er dargereichte Dextrose quantitativ ausscheidet. Neuere 
Untersuchungen von Embden und Meyerhof iber die Vorgainge bei dem 
Kohlehydratumsatz in der Muskulatur haben, in Analogie mit den 
Forschungen iiber die Vorginge bei der Hefegarung (Newberg, v. Euler) 
gezeigt, daB die Livulose eine im Organismus leicht verwendbare Form 
des Zuckers ist. 


1 O. Loewi und Mitarbeiter, Untersuchungen iiber Diabetes und Insulin- 
wirkung, I. bis VII. Mitteilung, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 198, 210 
bis 215; IX. bis XI. Mitteilung, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 128, 56, 
1927: Hdusler und Loewi, ebendaselbst, I. bis IIT. Mitteilung 1238, 72, 1927; 
O. Loewi, Klin. Wochenschr. 6, Heft 46, 1927; 7, Heft 14, 1928. 
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Infolge der Sonderstellung, die der Lavulose in praktisch-kliniseh«; 
und experimentell-theoretischer Hinsicht zukommt, erschien es von 
Interesse, die Aufnahmefahigkeit der roten Blutkérperchen fiir Lavulose 
nach der Loewischen Methode zu priifen. Ein Vergleich zwischen 
Glucose- und Livuloseaufnahme sollte die Frage beantworten, 0} 
vielleicht gegeniiber dem Traubenzucker als der in allen Korperfliissiy 
keiten kreisenden, sozusagen biochemischen Transportform des Zuckers 
eine spezifische Aufnahmefahigkeit der Zellen besteht. Zu diesem 
Zwecke stellten wir vor unseren Laévuloseversuchen und gleichzeitig 
mit diesen eine Nachpriifung des Loewischen Grundversuchs an. Wir 
versuchten schlieBlich auch, den EinfluB des Insulins auf die Aufnahme 
der beiden Zucker zu verfolgen. 


In der Methodik der Versuche hielten wir uns genau an die in den 
Loewischen Arbeiten! angegebenen Einzelheiten. 


Wir benutzten in Natrium-Fluoridlésung aufgefangenes Blut, das 
morgens niichternen Personen ohne besondere Erkrankung, insbesondere 
ohne Diabetes, entnommen wurde [und zwar 0,5ccem einer gesittigten 
(4°,igen) NaFl-Lésung fiir je 10cem Blut}. Das Blut wurde zentrifugiert 
und das Plasma abgehoben. Vom Plasma wurden 1,5cem entnommen 
und hierzu 0,5cem 4°,iger Glucose- bzw. Lavuloselésung zugefiigt. Zu 
dieser Plasma-Zuckermischung wurde lcem zweimal mit physiologischer 
Kochsalzlésung gewaschener normaler Blutkérperchenbrei zugefiigt. E- 
wurden die reinsten Zuckerpriparate des Handels verwandt. Zu den 
Abmessungen dienten feingraduierte Pipetten mit engem AusfluB, und zwar 
fiir die Plasmaabmessung und Blutbrei 1-cem-MeB8pipetten, fiir die Zucker- 
lésungen besondere '4-ccm-Pipetten (Einteilung */,9, cem). Entsprechen« 
den Loewischen Angaben wurde sehr langsam und gleichmaéBig abtropfen 
gelassen, namentlich beim Abmessen des Blutkérperchenbreies. 


Die Mischung (3ccm) wurde 10 Minuten im Schiittelapparat bei 
Zimmertemperatur geschiittelt, dann wurden je 0,1 cem fiir die Hamatokrit- 
bestimmung entnommen, der Rest zentrifugiert und die Fliissigkeit von 
den Blutkérperchen abgehoben. Wir entnahmen die 0,1 cem mit Mikro 
pipetten von 0,1 cem (Einteilung '/;99,cem), fiillten sie in mit der be- 
treffenden Plasma-Zuckermischung (0,5 bis 1 cem) beschickte Hiamatokrit- 
réhrehen nach Hamburger ?®. 

Hinsichtlich der Hiimatokritwerte konnten wir die Loewischen Angabeh 
iiber die Genauigkeit des Verfahrens (weniger als | Teilstrich der 100teiligen 
Kapillare) bestaétigen, wenn wir auch in vielen Versuchen Differenzen 
von | bis 2 Teilstrichen fanden. Wir haben uns aber durch Berechnung cde 
Versuche mit beiden gefundenen Werten tiberzeugt, da8 an den prinzipiellen 
Ergebnissen der Versuche durch diese Fehlergrenze nichts geaindert wird. 
In einzelnen Versuchen traten, ohne da® wir von der Technik abgewichen 
waren, ganz grobe Differenzen unter den Kontrollen bzw. unmédglic! 


1 Hdusler und Loewi, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 210, 238, 1925; 
Arch. f. exper. Pathol. u. Ther. 128, 88, 1927. 
2 H. J. Hamburger, diese Zeitschr. 1, 259, 1906. 
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Aufnahmefahigkeit roter Blutkérperchen fiir Lavulose. WS 


hohe Werte auf. Die betreffenden Versuche wurden selbstverstandlich 
nicht verwandt. 


Die Glucose bzw. Lavulose wurde bestimmt: 


1. Im nativen Plasma zur Ermittlung der Plasmaglucosewerte 
als solcher. 


2. In der 20fach verdiinnten 4°,igen Glucose- bzw. Lavulose- 
lésung. 


3. Im fliissigen System (vierfach verdiinnt). 


Die Glucose wurde in simtlichen Versuchen nach Hagedorn- 
Jensen dreifach bestimmt. Auch den Laévulosegehalt bestimmten 
wir aus den Reduktionswerten nach Hagedorn-Jensen, indem wir 
zunachst den Reduktionswert der stets nach ihrer Herstellung ge- 
priiften 20fach verdiinnten, also 0,.2°,igen Livuloselésung durch 
Titration ermittelten. Es ergab sich dann aus der Glucose-Tabelle nach 
Hagedorn-J ensen, da der dazu gehérige Zuckerwert regelmabig um 
20 bis 25 mg héher lag, als unserer durch analytische Wiaigung des Zuckers 
und Polarisation der Ausgangslésung bekannten Lavuloseverdiinnung 
entsprach. Indem wir so die Unterschiede der Reduktion beriick- 
sichtigten, rechneten wir die Hagedorn-Werte fiir Livulose um. Es 
verhielt sich das Reduktionsvermégen der Glucose zu dem der Liivulose 
etwa wie 200: 225. Mit dem Lavulosefaktor (etwa */,), der im Laufe 
der Versuche unter Beriicksichtigung der jeweilig benutzten Reagenz- 
léisungen mehrfach von neuem exakt bestimmt wurde, lassen sich die 
Glucosewerte der Hagedorn-Jensenschen Tabelle ohne weiteres in 
Liavulosewerte umrechnen. 


Alle in den nachfolgenden Tabellen nebeneinandergestellte Ver- 
gleiche zwischen Glucose- und Liavuloseversuchen, Glucoseversuchen 
mit und ohne Insulinzusatz, Livuloseversuchen mit und ohne Insulin- 
zusatz wurden mit demselben Plasma und Blutkérperchenbrei gleich- 
zeitig durchgefiihrt, so daB oft vier Versuchsreihen nebeneinander 
liefen. 


Bei den Insulinversuchen wurde das Trockeninsulin teils in Plasma, 
te... in Phosphatmischung (py 7.6) zugesetzt. Wir wahlten die 
Insulinkonzentration so, daB von den 1,5 cem Plasma nie mehr als 
0.2 bis 04ccem durch Phosphatmischung ersetzt werden mubten. 
In dem dazugehérigen Kontrollversuch wurde dann selbstverstandlich 
die gleiche Menge Plasma durch Phosphatmischung ersetzt. Um 
das bei der Lavuloseberechnung stérende Angebot an Plasmaglucose 
auszuschalten, haben wir in einer Reihe von Versuchen statt Plasma 
physiologische NaCl-Lésung verwandt, dann sowohl bei den Glucose- 
wie bei den Lavuloseversuchen (s. Tabelle I). 
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Tabelle 1. 
Vergleich der Aufnahmefahigkeit roter Blutkérperchen fiir Glucose und 
Lavulose. 
Glucose Lavulose 
Ditferenz Differenz 
: pro lcecm pro lccm Be 
Nr. an: wieders Diffe- Blut an: wieders Diffe- Blut- k 
kérper- érpers | merkungen 
geboten gefunden renz chen und geboten gefunden renz chen und 
1°/) Kons 1°/>9 Kons 
zentrat.* zentration 
1 | 21,98 19,02 96 431 
2 20,98 14,00 98 845 
3 21,39 17,14 25 5,65 
4 21.39 16,07 32 7.08 
5 21,96 | 19,62 34 3.45 
6 2148 18,97 51 2.89 
21.50 18.96 254 866 2130 20.54 0,76 128 '0mgPlasma 


- luc 
854 20.00 2020 —020 — 


3.61 29,00 | 19,18 0,82 


7 
& 20.00 17.08 
9 2000 17.08 


= 
~ tO 


COLSON WN Oe DO 
Serene st 
wt 


2 1,05 
10 20.00 16.05 95 470 20.00 19,33 0,67 O84 
11 20.00) 14.86 14 577 29.00 20.09 —0,09 _ Vergleich 
12 20.00 14.62 38) 6.04 20.00 2045-045 — in NaCl 
13. 20.00 15.96 4,04 471 20.00 19.85 0.15 O18 Lésung! 


14 20.00 15.96 | 4,04 4.71 29.00 20.36  — 0,36 

15 20.00 1699 3.01 4.19 20.00 18.91 109 140 
16 20.00 15.64 4,36 572 20.00 18.89 111 151 
17 21.10 16,78 432 585 

18 21.00 1898 207 286 

19 2136 1788 3,48 
20 21.02 1910 1,92 
21 2153 19.03 2.50 
22 20.97 1930 1,67 
23° «21,54 19.35 2,19 
24 «21.59 2061 0,98 
25 22.11 2044 = 1,67 





21,388 | 21.67 |-—0.29' — 

20,93 2143 —050 —_ 

21.36 21.61 0.25 — 

20.86 20.86 0,00 a 

21.36 21.11 025 OA 

21,41 21,33 008 010 

21.88 20.92 0.96 144 = 188mg Plasma: 


glucose 


BO m= 99 1G 90 98 
SESERSS 


* Die Zahlen dieser Reihe sind unter Beriicksichtigung der Hamatokritwerte berechnet. 


Von Insulinen standen uns drei verschiedene Priparate zur Verfiigung 
Anfangs benutzten wir das in Tabelle II als Trockeninsulin ,,Schering A‘ 
bezeichnete Priparat, das wir den kleinen Glasréhrchen im Halse der mit 
100 Einheiten deklarierten Ampullen der Firma Schering-Kahlbaum ent- 
nahmen; spater Trockeninsulin ,,Schering*‘ in Pulverform (1 mg = 15 E.). 
Beide Insuline verdanken wir der freundlichen Vermittlung von Herrn 
Dr. Dohrn. Ferner stand uns Trockeninsulin ,,Héchst** in gleicher Form 
(l1mg = 7E.) zu Gebote, das von den Héchster Farbwerken liebens- 
wiirdigerweise dem Laboratorium iiberlassen war. 


Wir priiften zunichst, ob auch Kaninchenblutkérperchen in vitro 
angebotene Glucose aufzunehemn vermégen. In vier gleichfalls nach 
der eben geschilderten Methode ausgefiihrten Versuchen fanden wir 
die Angabe O. Loewis bestatigt, daB die Erythrocyten des Kaninchens 
im Reagenzglas aus einer Plasmaglucosemischung keine Glucose aut 





se’ 
ni 


ha 
vo 
lie 
kor 


Ins 








Aufnahmefahigkeit roter Blutkérperchen fiir Lavulose. 95 


nehmen. Wir konnten vielmehr die gesamte angebotene Giucose nahezu 
quantitativ zuriickgewinnen. Aus den geringen Differenzen zwischen 
Glucoseangebot und -wiedergewinnung lieB sich eine Fehlergrenze 
der Glucose von -- 3°, ermitteln. 


Tabelle I zeigt diejenigen unserer vergleichenden Versuche iiber 
Glucose- und Lavuloseaufnahme der menschlichen Erythrocyten, die 
ohne gleichze'tige Insulinreihen angesetzt wurden. Da der Plasma- 
zucker und der Hamatokritwert von Versuch zu Versuch innerhalb 
bestimmter Grenzen schwankten, lassen sich die Differenzen vom 
Angebot nicht ohne weiteres vergleichen. Sie wurden zu diesem Zwecke 
auf Leem Blutkérperchen und 1°,ige Konzentration des Zucker- 
angebots wie bei Loewi umgerechnet. Aus den Glucoseversuchen 
(Tabelle I und I1) ergibt sich, daB unter den gewahlten Bedingungen 
die Glucoseaufnahme menschlicher Blutkérperchen etwa zwischen 1,5 
und 5 mg (das sind etwa 7 bis 25°, des Angebots) schwankt. Selten 
lagen die Werte unter 2 mg, vereinzelt auch tiber 5 mg. In den meisten 
Fallen zwischen 3 und 5 mg (d. h. etwa 15 bis 25°, des Angebots). 


Fiir die Lavuloseaufnahme hingegen findet sich unter den gleichen 
Bedingungen als héchster Wert aus simtlichen Versuchen nur einmal 
eine Differenz von 2 mg (Tabelle I und III), im Durchschnitt lag die 
Differenz unter | mg (d. h. unter 5°,,). Haufig iibertraf sogar die berech- 
nete wiedergewonnene Zuckermenge das Zuckerangebot um geringe 
Werte, die der oben angegebenen Fehlergrenze der Methodik von + 3°, 
entsprachen. Das zusammenfassende Ergebnis aller Livuloseversuche 
ist demnach, daf Lavulose gar nicht oder, mit der Glucosefixation ver- 
glichen, in duferst kleinen Mengen von dem Blutkérperchen aufgenommen 
wurde, d.h. in Mengen, die bereits der Fehlergrenze von + 3°, sehr 
nahe liegen. Es ist auch noch zu beriicksichtigen, dab in den Fallen, 
wo die Lavulose in Plasma angeboten wurde, das gesamte Zucker- 
angebot sich aus 20 mg Liévulose und 1 bis 1,5 mg Glucose zusamme n- 
setzt, so daB in den meisten Fallen die Verluste den Plasmaglucosewert 
nicht iibersteigen und wahrscheinlich gar nicht auf das Konto der 
angebotenen Lavulose zu rechnen sind, sondern einen Teil der Plasma- 
glucose darstellen. 


Aus Tabelle II ist der EinfluB des Insulins auf die Glucoseaufnahme 
ersichtlich. Mit Ausnahme der ersten vier Versuche, wo die Steigerung 
0.5 bis 1,5 mg betragt, sind die Unterschiede — wenn iiberhaupt vor- 
handen — klein: Sie erreichen nirgends mehr | mg, d.h. eine Steigerung 
von 25°, der Aufnahme ohne Insulin. In mehr als der Halfte der Faille 
liegt sie unter 5°, (also in der Nahe der Fehlergrenze) oder fehlt voll- 
kommen. Warum die ersten vier Falle im Gegensatz zu allen iibrigen 
Insulinversuchen, verglichen mit den Kontrollversuchen eine relative 








96 G. Eisner u. F. Lewy: 


Tabelle II. 


Vergleich der Glucoseaufnahme roter Blutkérperchen mit und ohne Insulin. 





Glucose Glucose und Insulin 

Differenz Ditferenz 
pro lecm proleem  Stei« 
Nr. ane wieder» Diffee , Blut wieder» Diffe , Blute — gerung 
kérper- Insulin E kérper- durch 
geboten gefunden renz chen und gefunden renz chen und Insulin 
1°/9 Kons 1% 9 Kons in °/, 

zentration zentration 


21,20 20,22 098 1,64 3ScheringA | 19,53 1,67 266 551), 
21,24 19,52 1,72 226 4 » | 18,56 266 3,72 659, 
21,10 19,76 1,34 2,06 | 18.70 240 852 | 71 


1 
2 
3 4 » 
4 21,19 20,20 099 1,8 4 o | 19,79 140 209 | 32), 
5 21,38 20,02 136 220 5 , | 2002 136 220 90 
6 2132 1889 248 335 5 , | 1847 285 3880 13%, 
7 2117 17,94 323 434 10 , | 17.84 333 4388 1 
8 2136 1788 348 419 10 , 17,55 383 4,70 12 
9 21,02 1910 1,92 848 10 2 | 1920 182 | 3,22 0 
10 20.97 1930 167 296 10  , 19,28 169 2.86 0 
11 21,16 1953 163 248 10 , 19,60 156 2,24 0 
12 21,74 1828 346 388* 10 , | 17,46 428 418* 232 
13 21,54 | 1935 219 3837 10 , 19,35 219 337 0 
14 21,59 20,61 098 14 10 , 20,64 095 146 1! 
15 20,92 1861 231 3857 | 7 Hochst | 1844 248 420 172, 
16 21,58 18,31 3827 450 | YScheringR| 17,63 3.95 4,70 41, 
17 21,25 1851 2,74! 388 9 , | 17.85 340 415 | 225), 
18 2149 1808 341) 425 |10  , 18,38 311 412 0 
19 21.57 1961 196 258 9 20,39 118 1,66 0 
20 21,56 1899 257 3833 9 , 19,31 225 2,79 0 
21° 21,71 1819 352) 452 | 11 ‘ 1917 254 326 0 
22 21,27 20.26 1,01 181 | 11 5 20,55 0,72 0,95 0 


* Hamatokrit sehr hoch, da sehr konzentrierter Blutkérperchenbrei verwandt wurde. 


Steigerung der Zuckeraufnahme unter Insulin aufweisen, laBt sich 
mit versuchstechnischen Griinden nicht erklaren. Es sei darauf hin- 
gewiesen, daf in diesen Fallen die Glucoseaufnahme an sich sehr gering 
war und auch die unter Insulineinflu’B’ beobachteten Werte noch unter- 
halb der aus simtlichen Glucoseversuchen zusammengestellten Mittel- 
werte lagen, so daB ein iiberzeugender Beweis fiir den Insulineffekt 
auch mit diesen vereinzelten Versuchsresultaten nicht erbracht ist 
Eine Differenz zwischen den drei benutzten Insulinen haben wir nicht 
feststellen kénnen. 

Mit den Beobachtungen, daB wir in der tiberwiegenden Zahl der 
Versuche eine wesentliche Steigerung der Glucoseaufnahme durch 
Erythrocyten in vitro bei Insulinzusatz vermiBt haben, finden wir 
uns in Ubereinstimmung mit der Veréffentlichung von Harpuder' 
Die Frage der Insulinwirkung ist jedenfalls nicht geklart. O. Loewi* 


' K. Harpuder, Klin. Wochenschr. 7, 266, 1928. 
2 Dietrich und Loewi, ebendaselbst 7, 629, 1928. 
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selbst gibt in einer kiirzlich erschienenen Mitteilung an, dab er den 
Insulineffekt in vitro, den er in zahlreichen friiheren Versuchen 
gefunden hatte, neuerdings nicht mehr reproduzieren konnte, ohne 
daB sich eine Erklarung fiir diese Unterschiede bite. 


Tabelle Ill. 


Vergleich der Lavuloseaufnahme roter Blutkérperchen mit und ohne Insulin. 








Lavulose Lavulose und Insulin 
Ditferenz Differenz 
i pro lecm pro lecm . 
” we widen Differenz Blutk wisdom Difterenz Blutk. eee 
geboten gefunden und 1 °/, | gefunden und 1°), 
Konzen- Konzen- 
tration tration 
‘ . ‘ - ‘ > ‘ 7 mg Plasmas 
1 20,96 19,42 154 2,09 19.55 141 2,00 | 107mg 
2 | 2106 | 2147 '|—040| — | 2148 |—o99| — ‘|@mmenem 
3 | 21.38 2167 —0,29 22.05 — 0,67 — 
4 2086 20.86 0,00 0,00 20,36 0,50 0,90 |, 097mg Plasma. 
gt cose angeboten 
5 | 21,36 . 21,11 0.25 041 20,43 0,93 1.44 .54 mg Plasma- 
6 | 2141 21,33 008 O10 2155 . 014 - glucose angebotes 
7 | 21,09 21,66 0,57 21,88 0.79 - 


Trotz der negativen Ergebnisse, die sich aus den Livulose- 
versuchen ergaben, blieb die Méglichkeit (analog dem von Loewi 
unter InsulineinfluB beschriebenen Verhalten der Rinderblutkérperchen 
gegeniiber Glucose), da die menschlichen Blutkérperchen durch 
den Insulinzusatz iiberhaupt erst die Fahigkeit erwerben, Livulose 
aufzunehmen. Tabelle Ill zeigt Lavuloseversuche mit und ohne 
Insulinzusatz. Mit Ausnahme des ersten Versuches, wo wir mit und 
ohne Insulin den in allen Livuloseversuchen nur einmal ermittelten 
héchsten Wert einer Aufnmahme von 2 mg fanden, zeigen die Versuche 


Tabelle 1V. 


e+ . - . = . : 
Ubersicht iiber die Héhe der Zuckeraufnahme in den Glucose- und Lavulose- 
versuchen. 





Differenz Glucoseversuche Lavuloseversuche 
pro l ccm Blut- 
k6érperchen und 





1b Angebot || Zehl 7 Zabl le 
0—1 mg - -- 15 75 
1—2 , 4 10 5 25 
2-3 , i) 21 — _ 
38—4 , 12 29 = 
4—5 , 10 24 , ~~ 
5—6 , 5 12 — —_ 
6u.mehr 2 4 — 

Gesamtzahl 42 se on 


der Versuche 
Biochemische Zeitschrift Band 202. 


~! 
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wieder das gleiche Verhalten der Blutkérperchen gegeniiber Liavulos: 
wie es in Tabelle I an einem gréBeren Material zum Ausdruck kam 
Es wurden keine oder nur ganz geringe Mengen Livulose aufgenommen 
In den Parallelversuchen mit Insulin finden sich allerdings noch 
einmal eine Aufnahme von 0,91 bzw. 1,44 mg errechnet. Aber auch) 
fiir diese beiden Werte gilt der schon oben erhobene Einwand, daj} 
sie den Wert der gleichzeitig im Plasma angebotenen Glucose nicht 
iibertreffen. Die Frage, ob die menschlichen Erythrocyten unter Insulin 
einfluB in vitro die Fahigkeit erwerben, Livulose aufzunehmen, mui 
also verneint werden. 

Zusammenfassend kommen wir zu folgenden Ergebnissen. 

1. Fanden wir eine volle Bestatigung des Loewi schen Grundversuches 
daB Glucose von den roten Blutkérperchen aufgenommen wird. Im gropen 
und ganzen entsprachen dabei unsere Werte denen von O. Loewi. 

2. Stellien wie fest, daB Lévulose gegeniiber die Blutkérperchen sich 
anders verhalten: Sie nahmen keine oder nur duferst geringe Mengen 
Liivulose auf. 

3. Uber die Insulinwirkung lat sich nichts Sicheres aussagen, da 
sie in unseren Glucoseversuchen grope Schwankungen aufweist, was ja 
auch O. Loewi selbst! in seiner letzten Arbeit feststellt. Uberblickt man 
die Gesamtheit unserer Insulinversuche, so findet sich eine wesentlich: 
Steigerung unter Insulin im allgemeinen weder bei den Glucose- noch bei 
den Lévuloseversuchen. 

Die Tatsache, daB die Lavulose von den roten Blutkérperchen als 
solche nicht aufgenommen wird, steht mit der Erfahrung im Einklang. 
daB sie im Stoffwecbsel jedenfalls eine andere Rolle spielt als die Glucose 
Db andere Zellen sich hinsichtlich Aufnahme und Verwertung des 
Fruchtzuckers anders als die Blutkérperchen verhalten, steht dahin. 
Durchstrémungsversuche an iiberlebenden Organen von S. J. Steinbery* 
scheinen dafiir zu sprechen, daB zwischen den einzelnen Organen in 
bezug auf die Aufnahme der einzelnen Zucker deutliche Unterschiede 


bestehen. 


1 Dietrich und Loewi, |. c. 
2 Pfliigers Arch. 217, 686, 1927. 











Uber den normalen Lipoidgehalt einiger Organe. 


II. Mitteilung: 
Uber Lipoide. 


Ve ym 
Bruno Rewald (Hamburg). 


(Eingegangen am 25. August 1928.) 


Trotz der vielen Untersuchungen, die sich mit der Frage der Zu- 
sammensetzung der Lipoide befassen, insbesondere der Trennung der 
verschiedenen Koérper dieser Gruppe in den isolierten Lipoiden, exi- 
stieren verhaltnismabig sehr wenig Angaben, die auch nur den normalen 
Gehalt an Lipoiden in den wichtigsten tierischen Organen angeben. 
Vielfach weist hier die Literatur tiberhaupt eine Liicke auf, oder die 
vorhandenen Untersuchungen sind nach Methoden ausgefiihrt, die heute 
nicht mehr als zuverlissig angesehen werden kénnen. 


Wohl am eingehendsten haben sich mit diesem Problem einige russische 
Forscher beschaftigt, deren Arbeiten, in Dissertationen niedergelegt, nur 
schwer zuginglich sind, da auch eine deutsche Ube setzung bisher fehlt. 
G. Tamaschew' hat die Organe — von ihm wurden Leber, Muskeln, Gehirn, 
Herz, Nieren, Lungen, Milz, Blut, Magenschleimhaut untersucht — unter 
Luftzutritt bei 65 bis 70°C getrocknet, sie dann spater noch in feinster 
Pulverform einige Tage bei 105°C nachbehandelt. Treten schon hierbei 
sicher sehr erhebliche Zersetzungen ein, so ist auch die nachfolgende 
Extraktion nicht geniigend, da hierbei nur mit kaltem Alkohol—Ather 
gearbeitet wurde. Die Abhandlung von D. Siwertzew® befaBt sich nur mit 
dem Gehalt einiger Organe des menschlichen Embryos an Lecithin in den 
verschiedenen Altersstufen. Wenn auch die Vortrocknung der Organe 
hier bei niedriger Temperatur stattfand (35 bis 40°C), so ist doch als 
Extraktionsmittel nur Ather angewandt worden. Dieses Lésungsmittel 
entfernt jedoch nur die kleinsten Mengen von Lipoiden, so dab die Ergeb- 
nisse heute nicht mehr als einwandfrei anzusehen sind. Hinzukommt, 
daB auch hier nur die gleichen Organe zur Untersuchung kamen, da8 aber 
Ovarien, Hoden, Pankreas, Schilddriisen, Nebennieren fehlen. 


1 G. Tamaschew, Die Topographie des physiologischen Vorrats an 
Phosphor im Tierorganismus, Dissertation (russisch) St. Petersburg 1897. 

2 Dr. Siwertzew, Vergleich des Gehalts an Lecithin bei den menschlichen 
Embryonen, Dissertation (russisch) St. Petersburg 1903. 
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Uber diese wichtigen Organe finden sich in bezug auf den Lipoidgehal: 
in der Literatur scheinbar itiberhaupt keine Angaben. Bei einigen vor 
ihnen findet man durch die Untersuchungen von Magnus-Levy Angaben 
iiber den Wasser- und Fettgehalt und einige anorganische Bestandteile, 
jedoch ist z. B. auch der Gesamt-P-Gehalt nicht bestimmt worden. 

Um hier einen Uberblick zu gewinnen, um insbesondere auch 
festzustellen, ob diese Organe ebenso lipoidreich sind, wie es sich bei 
anderen driisigen Bestandteilen herausgestellt hat!, wurden die Unter 
suchungen in dieser Richtung weiter fortgefiihrt. 


Die angewandte Methode war immer die gleiche. Die frischen 
zerkleinerten Organe wurden erst durchschnittlich sechsmal mit einem 
groBen UberschuB8 an Aceton kalt ausgeschiittelt und im Acetonriick 
stand, nach Aufnahme in absoluten Ather, der P bestimmt. An diese 
kalte Acetonextraktion schloB sich eine solche mit warmem reinen 
Alkohol; auch hier wieder Extraktion bis zur Erschépfung, im Durch 
schnitt sechsmal. Endlich wurde noch zwei- bis dreimal mit einem 
Gemisch aus 80 Teilen Benzol und 20 Teilen Alkohol nachextrahiert 
Der Alkoholextrakt und der Benzol-Alkoholextrakt wurden vereinigt 
und hier wieder die P-Bestimmung durchgefiihrt. Uber die Art der 
Berechnung und den Gang der Analyse sei auf die friihere Mitteilung 
verwiesen!, 

Vielfach wurden Doppelanalysen ausgefiihrt. In den meisten 
Fallen wurde auch eine Umreinigung des immer noch mit Fett stark 
verunreinigten Lipoids vorgenommen, wobei dann stets steigende 
P-Werte erhalten wurden. Diese Umreinigung geschah gewoéhnlich so 
da8 ‘die Lipoidextrakte in heiBem Aceton aufgenommen wurden und 
hinterher unter Eiskihlung 24 Stunden blieben. Dann wird wenigstens 
ein erheblicher Teil des anhaftenden Fettes gelést und es bleibt ein 
reineres Lipoid zuriick. Es mu jedoch darauf hingewiesen werden, dal; 
diese Acetonreinigungsmethode auch erhebliche Mangel hat, denn Aceton 
lést von den tierischen Lipoiden auch in der Kalte recht betrachtliche 
Mengen, besonders, wenn Fette vorhanden sind. Es treten dann gegen- 
seitige Lésungsbeeinflussungen ein, und man kann deshalb unter 
keinen Umstiinden eine quantitative Trennung mittels Aceton von 
Fett und Lipoiden durchfiihren. Auch mit Essigester zeigt sich das 
gleiche Bild. Wohl gelingt es, durch immer wiederholte Umfallungen 
mittels dieser Lisungsmittel schlieBlich zu sehr P-reichen Produkten 
zu gelangen, die aber auch meistens nicht den theoretischen Wert 
haben, aber immer ist das mit sehr groBen Substanzverlusten ver- 
bunden, und man muB8 unbedingt bei quantitativen Untersuchungen 
die P-Werte sowohl der Acetonextrakte wie die der Alkoholextraktion 


1 Rewald, diese Zeitschr. 198, 103, 1928. 
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beriicksichtigen. Auch wenn, wie hier, die frischen Organe sofort mit 
Aceton behandelt werden, miissen die Mengen Lipoide, die in diesen 
kalten, zu Anfang stark wasserhaltigen Acetonextrakt hineingehen, 
bestimmt werden; zeigen doch gerade diese Untersuchungen, da8 der 
P-Gehalt des Acetonextrakts oft viel héher ist als der des alkoholischen 
Auszuges. Es ist aber durchaus nicht gesagt, dafB man es hier nun 
stets mit ganz verschiedenen Gruppen von Lipoiden zu tun hat, wie 
iiberhaupt die Einteilung nach der Léslichkeit allein sicher nicht zum 
Ziele fiihren wird, denn wenn man es mit so verschiedenen Gemischen 
wie Aceton, Wasser, Lipoid zu tun hat, treten eben die verschiedensten 
Léslichkeitserscheinungen ein. Da man heute noch nicht in der Lage 
ist, die einzelnen Individuen der Klasse ,,Lipoide’ quantitativ dar- 
zustellen, so kann man, um zu vergleichbaren Werten zu kommen, 
nur so verfahren, daB man allen organisch-lipoidartigen P bestimmt, 
den Wert als P angibt und dann eventuell auf eine hypothetischeLipoid- 
formel umrechnet, die aber in allen Fallen die gleiche sein mu, sonst 
kommt man zu keinem Vergleichstest. 

Um auch iiber den nicht lipoidartigen P in den einzelnen Organen 
orientiert zu sein, wurde auch im véllig mit Extraktionsmitteln er- 
schépften Riickstand eine P-Bestimmung gemacht. Auf diese Weise 
hat man zugleich den Gesamt-P der betreffenden Substanzen. 

Verwendet wurden in allen Fallen frische Organe vom Rind. 
Bei den Ovarien wurden die Corpora lutea sorgfaltig von den iibrigen 
Teilen getrennt und fiir sich verarbeitet, ebenso der Rest. Von ins- 
gesamt 75,4 g Ovarien waren 22,6 g corpus Inteum, 58,8 Rest; es ent- 
fallt also etwa ein Drittel auf den ,,gelben“’ Kérper. ‘ 

Die Untersuchung des Corpus luteum zeitigte folgendes Bild: 


Tabelle I. 
Corpus luteum. ..... = 84,00% H,O 
Ausgangssubstanz .... = 22,6¢g 
Acetonextrakt . . . ldg = 66% 
Atherextrakt . = 1,283¢ = 5,64° o» darin 


1,94%P = 49,24 %, 
1,92°%P = 48,73 % } = = GAS Lapeite 
= 3.76% Lipoide in frischer Substanz 
= 14,53°, Lipoide in Trockensubstanz 
Alkoholextrakt .= 0,6¢ = 2,65°%, darin 
= 1,35% Lipoide in frischer Substanz 
= 7,10% in Trockensubstanz 
4,11% Lipoide in frischer Substanz 
21,63°% Lipoide in Trockensubstanz 


I 


Summe . 


Durch Umreinigung mit Aceton wurde ein Lipoid mit 4,17°, P er- 
halten. Der Riickstand hatte 0,8°, P. 
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Auffallig hieran ist, daB zwei Drittel der Lipoide schon in den kalten 
Acetonauszug gingen und da® die Aceton-Atherextrakte, wie auch die 
Alkoholextrakte auBerordentlich reich an Lipoiden sind. Bei einer Um- 
fallung des Aceton-Atherextraktes mit eisgekiihltem Aceton wurde ein 
exorbitant hoher P-Wert erzielt, 4,17°,, der noch iiber dem theoretischen, 
3,94 °%, liegt; da man derartige Kérper schon éfters beobachtet hat, beweist 
das nur, daB die angenommene Lipoidformel nicht exakt ist. Die Zah! 
von 21,63°% Phosphatide in der Trockensubstanz (als stets angewandter 
Lipoidfaktor wurde ein solcher von 3,94, entsprechend einem Molekular- 
gewicht von 880 gewahlt) steht in gewissem Zusammenhang mit derjenigen 
fiir frisches, getrocknetes Hiihnereigelb. Auch dieses zeigt einen Gehalt 
an Lipoiden (Lecithin) von etwa 19 bis 21%. Diese Ubereinstimmung 
diifte nicht ganz zufallig sein, jedenfalls beweist sie die besondere Be- 
deutung der Lipoide fiir die weiblichen Geschlechtsorgane. 

Relativ gering sind demgegeniiber die Lipoidmengen, die im tibrigen 
Teile der Ovarien anzutreffen sind. Hier ist noch nicht ein Drittel von 
dem vorhanden, wie im Corpus luteum. Auch der Riickstand ist auffallender- 
weise gering an P. 


Tabelle II. 
Ovarien (ohne Corpus luteum) = 84,22°% H,O 
Ausgangssubstanz .... . . = 58,80g 
Acetonextrakt . . . = 15g = 2,55% 
Atherextrakt . . .=0,991g = 1,69°%, mit 


1,90% P= 48,22% Lipoide 
1,91% P = 48,48°%, Lipoide 
0,717°% Lipoide in frischer. Substanz 

= 3.77% Lipoide in Trockensubstanz 
Alkoholextrakt. . . = 10¢ = 1,70% mit 

117% P= 2937°%, Lipoide 
= 0,505°% Lipoide in frischer Substanz 
= 2,66% Lipoide in Trockensubstanz 


= 48,35% Lipoide 


Summe ... . . . = 1,222% Gesamtlipoide in frischer Substanz 
6,43°% Gesamtlipoide in Trockensubstanz 


Durch Umreinigung mit Aceton wurde ein Lipoid mit 3,4°, P = 86,29°, 
Lipoide erhalten. 


Der extrahierte Riickstand hatte 0,65% P. 


Die mannlichen Geschlechtsorgane, die Hoden, zeichnen sich zuerst 
durch ihren auBergewdhnlich hohen Wassergehalt aus. (Die Hoden waren 
aus den umgebenden Hauten herauspripariert.) Immerhin sind auch sie 
noch relativ reich an Lipoiden, besonders auf die Trockensubstanz berechnet 
Sie iibertreffen hierin die meisten anderen Organe, so da auch hier woh! 
diesen Lipoiden ganz spezielle Bedeutung fiir das Geschlechtsorgan zu- 
kommt. Auffallend hoch ist dann noch der Gehalt an P im extrahierten 
Riickstand. Wieweit es sich hier um ,,organisch“* gebundenen P (Eiwei® usw. ) 
oder anorganischen P handelt, mu8 noch festgestellt werden. 


bd a 








Lipeide. IL. 103 


Tabelle III. 
86,00°,, H,O 


aes ik tt 


\ngewandte Substanz ... . 279.0 ¢ 
\cetonextrakt . . . 8,70 ¢ 3,12°, 
\therextrakt . . . = 5,90¢ 2,11°, mit 


1,81°, P= 45,94°, Lipoide 

0,962°,, Lipoide in frischer Substanz 

6,87°,, in Trockensubstanz 
Alkoholextrakt. . . 4.32 1,54°, 

1,52°, P = 38,58°,, Lipoide mit 

0,593°%, Lipoide in frischer Substanz 

4,23°, Lipoide in Trockensubstanz 
Summe... . . .= 1,555% Lipoide in frischer Substanz 

11,100°,, Lipoide in Trockensubstanz 


Durch Umreinigung mit Aceton wurde ein Lipoid mit 2,98°%, P 
75,63°,., Lipoide erhalten. 


Der extrahierte Riickstand hatte 1,35°% P. 


Die Schilddriise zeigt keine besonderen Eigentiimlichkeiten. Hin- 
gewiesen sei nur wieder auf die Besonderheit, daB die ersten Acetonextrakte 
viel mehr Lipoide lésen als die nachfolgenden Alkoholextraktionen. Der 
nicht lipoidartige P ist hier gering. 


Tabelle 1V. 
Sohilddrilee ......... = 40% H,0 


Ausgangsmaterial. ..... . 69,80 g 
Acetonextrakt . .. 5,30g = 7,59% 
Atherextrakt ... 5,03g¢ = 7,21% mit 


0,54% P= 13,71°% Lipoide 
0,988°, Lipoide in frischer Substanz 
4,50°, Lipoide in Trockensubstanz 
Alkoholextrakt. . . 140 ¢ = 2,00% mit 
0,73% P= 18,53°, Lipoide 
0,370°%, Lipoide in frischer Substanz 
1,67°% Lipoide in Trockensubstanz 
ae 1,358°, Lipoide in frischer Substanz 
6,171°% Lipoide in Trockensubstanz 
Durch Umreinigung mit Aceton wurde ein Lipoid mit 1,54°, P 
39,09°,, Lipoid erhalten. 
Der extrahierte Riickstand hatte 0,54°, P. 


Die Nebennieren sind dann wieder relativ lipoidreich. Dies steht 
. s . . . . + ° 
auch in Ubereinstimmung mit den friiheren Untersuchern', die besonders 


1 Beumer, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 77; R. Wagner, diese 
Zeitschr. 64, 72, 1914. 
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in der Marksubstanz viel Lipoide gefunden haben und das Vorkommen 
von Kephalin und Lecithin angeben. Jedoch fehlen auch hier bisher 
quantitative Bestimmungen, wie sie nachfolgende Tabelle V liefert. 


Tabelle V. 
Nebemmiere .......+..2 783% H,O 
Angewandte Substanz ... . . = 168,8¢ 
Acetonextrakt . . .= 94g = §,57% 
Atherextrakt ...= 8,36¢ = 4,95% mit 


193%P = 48,98% Lipoide 
= 2,424% Lipoide in frischer Substanz 
= 11,12°% Lipoide in Trockensubstanz 
Alkoholextrakt. . .= 3,7¢g = 2,20°, mit 
2,09% P = 53,04°, Lipoide 
= 1,167°% Lipoide in frischer Substanz 
5,08°, Lipoide in Trockensubstanz 
Summe .... ..= 3,53% Lipoide in frischer Substanz 
16,200°%, Lipoide in Trockensubstanz 


Durch Umreinigung mit Aceton wurde ein Lipoid mit 2,78°, P 
= 70,56% Lipoide erhalten. 
Der extrahierte Riickstand hatte 1,17% P. 


Das Pankreas endlich nahert sich in seinem Gehalt an Lipoiden der 
Schilddriise und damit iiberhaupt dem Durchschnittsgehalt der Organe 
an diesen wichtigen Bestandteilen. Nur insofern zeigt es einen wesentlichen 
Unterschied, als der Gehalt an nicht lipoidhaltigem P hier ein ganz auf- 
fallend hoher ist. Es bedarf weiterer Untersuchungen iiber die Verteilung 
dieses P-Bestandteiles auf organische und anorganische Verbindungen. 


Tabelle VI. 
Paes. « ad's 8. Se sk tee Fae ae 
Angewandte Substanz = 146,3¢ 
Acetonextrakt . . . = 9,0g = 615% 
Atherextrakt . . . = 6,379¢ =  4,36% mit 
0,83% P = 21,06°% Lipoide 


= 0,918°% Lipoide in frischer Substanz 

= 3,643°% Lipode in Trockensubstanz 
Alkoholextrakt. . . = 7,6g = §,20% mit 

0,33% P = 8,38% Lipoide 

= 0,436% Lipoide in frischer Substanz 
= 1,726% Lipoide in Trockensubstanz 
1,354% Lipoide in frischer Substanz 
= 5,369°% Lipoide in Trockensubstanz 


Summe . 


Durch Umreinigung mit Aceton wurde ein Lipoid mit 3,05°% P 
= 77,41% Lipoid erhalten. 
Der extrahierte Riickstand hatte 1,89°% P. 
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Die wichtigsten Ergebnisse sind in nachstehender Tabelle VII zu- 
sammengefaBt. 








Tabelle VII. 
Aceton+ Atherextrakt Alkoholextrakt 
: Lipoide darin ; Lipoide darin 

0 0) 0 
Corpus luteum... . 5,64 45,98 2.65 51,02 
Ovarien (ohne Corp. lut.) 1,69 48.35 1,70 29.70 
tl aig aa 2.11 45,94 1.54 38.58 
Schilddriise . . ys 7,21 13,71 2.00 18.53 
Nebennieren .... 4.95 48.98 2,20 53,04 
Pankreas .... ; 4.36 21.06 5,20 8,38 
Syeme Gu | Syeme doe Umreinigung der im 

ipoide, ipoide, Lipoide ergibt , 

frische Sub: | ‘thecee- — cs - —-- Riickstend 
stanz | substanz P Lipoidgehalt 

"lo %o "lo "lo lo 
Corpus luteum or". 4.110 21.63 4,17 0.80 
Ovarien (ohne Corp. lut. ) 1,222 643 34 86,29 0,65 
a Se 1,555 11,10 2,98 75.6 1,35 
Schilddrise 1,358 6,17 1,54 39,09 0,54 
Nebennieren . ; 1,531 16,20 2.78 70.56 1,17 
ee 1,354 5,37 3,05 7741 1,89 


Uberblickt man die Resultate, so zeigt sich, daB die Geschlechts- 
organe den reichsten Gehalt an Lipoiden aufweisen und dab die 
iibrigen untersuchten Organe, Schilddriise, Pankreas, bis auf die 
lipoidreichen Nebennieren, nur wenig von dem Durchschnitt, der 
auch sonst gefunden wird, abweichen. Uber die spezielle Art der 
Lipoide der einzelnen Organe miissen noch weitere Untersuchungen 
angestellt werden. 


Bei der Ausfiihrung der Versuche und Analysen hatte ich mich 
der Mitarbeit von Fraulein Margarethe Schmitt zu erfreuen. 














(ber die Begleitstoffe der Cellulose. I. 


Von 
r. W. Klingstedt. 
(Aus dem chemischen Institut der Akademie Abo, Finnland.) 


(Eingegangen am 29. August 1928.) 


Beim Herauslésen des Lignins aus den Zellmembranen entsteht 
bekanntlich ein Stoff, welcher mit der reinen Baumwollcellulose nicht 
identisch ist. Der isolierte Zellstoff enthalt in wechselnden Mengen 
Kohlehydratbestandteile, welche bei vollstandiger Hydrolyse nicht 
nur Glucose, sondern, je nach der behandelten Pflanzenart, noch andere 
Hexosen und meistens auch Pentosen ergeben. Alle diese aus anderen 
Monoseresten als der Glucose gebildeten, vor allem bei den Holzpflanzen 
niher untersuchten Bestandteile der Zellwande werden nunmehr 
schlechthin zu den Hemicellulosen gerechnet, obwohl sie dem hydro- 
lysierenden EinfluB verdiinnter Sauren teilweise einen fast ebenso 
groBen Widerstand leisten, wie die reine Cellulose'. Je nach den 
Zuckern, welche bei dem hydrolytischen Abbau entstehen, werden sie 
s\stematisch alf Mannane, Gélaktane, Xylane, Galaktomannane usw. 
bezeichnet. Diese iibersichtliche Systematik entbehrt aber insofern 
einer experimentellen Grundlage, als-es im allgemeinen noch nicht 
gelungen ist, festzustellen, ob tatsichlich Hemicellulosebestandteile 
in der oben erwahnten Bindungsart, isoliert oder an andere Zellbestand- 
teile gebunden, in der Wandsubstanz vorkommen. 

Von den Zuckern, welche aus der Hemicellulose durch Hydrolyse 
entstehen kénnen, sind die Mannose und die Pentosen der quantitativen 
Bestimmung einigermaBen leicht zuganglich. Aus analytischen Griinden 
hat man sich vor allem mit dem Vorkommen der Pentosane eingehender 


beschiftigt. Dabei wurde fast ausschlieBlich die Councler-Tollenssche 


Phloroglucinmethode angewendet. Die in der letzten Zeit ausgefiihrten 
Untersuchungen iiber die Zuverlassigkeit der angewandten Methodik 


1 Vel. E. Hagglund, Holzchemie, 8. 25 bis 84. Leipzig 1928. 
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haben jedoch erwiesen, daB sie nur unter sehr genauer Innehaltung 
vewisser Bedingungen ziemlich vergleichbare Werte ergibt'!. Es hat 
sich einerseits herausgestellt, da8 die Furfurolausbeute sowohl von der 
Destillationsgeschwindigkeit wie von der Menge und der KorngréBe 
der Analysensubstanz abhingt. Andererseits hat sich ergeben, daB 
wenigstens ein Teil des unter Umstanden gleichzeitig entstandenen 
Oxymethylfurfurols und Formaldehyds mitbestimmt wird, wenn man 
genau nach der Vorschrift arbeitet. Die Stérung, welche durch das 
Oxymethylfurfurol verursacht wird, kann beseitigt werden, wenn man 
das Destillat in geeigneter Weise begrenzt und Barbitursiure als 
rallungsmittel anwendet oder die nicht zu lange gestandene Phloro- 
glucidfallung in feuchtem Zustande mit kaltem Alkohol auswiischt. 
Wegen der Fehlerquellen, mit denen die friiher benutzte Methodik 
somit behaftet ist, sind die meisten Angaben iiber den Pentosangehalt 
verschiedener Pflanzenstoffe nicht sehr genau und manche sogar ganz 
irrefiihrend. 

Auch die Bestimmungsmethoden fiir den Mannangehalt haben 
sich als unzureichend erwiesen. Durch die Hydrolyse nach Storer- 
Schorger® kann weder im Fichtenholz* noch in den daraus erhaltenen 
Sulfit- oder Natronzellstoffen‘ die totale Mannanmenge erfaBt werden, 
und dasselbe gilt wahrscheinlich auch fiir mehrere andere Vegetabilien. 
Dieselbe Bemerkung kann betreffs des von Lenze, Pleus und Miiller® 
eingefiihrten und spiter von Heuser und Dammel® modifizierten Ver- 
fahrens, wobei das Herauslisen des Mannans mit starker Lauge ge- 
schieht, gemacht werden. Nur die vollstindige Verzuckerung der 
Polysaccharide und das Ausfillen der entstandenen Mannose nach 
Hdgglund-Klingsted,’ fihrt hier zum Ziele und liefert auch bei mannan- 
armen Stoffer ziemlich brauchbare Werte. . 

Die Galaktane, Fructane und Glucane scheinen in den naher 
untersuchten Zellmembranen eine quantitativ verhaltnismaBig unter- 
geordnete Rolle zu spielen. Der erstgenannte Stoff kann iiber die 
Oxydation zur Schleimsiure wohl ziemlich genau bestimmt werden, 


1 van der Haar, Anleitung zum Nachweis, zur Trennung und Be- 
stimmung der Monosaccharide und Aldehydsauren, 8. 61 bis 70. Berlin 1921; 
W. Gierisch, Cellulosechemie 6, 61, 81, 1925; F. W. Klingstedt, Zeitschr. f. 
anal. Chem. 66, 129, 1925; Pappers- och Tréavarutidskrift fér Finland 
9, 214, 1927; K. Freudenberg und M. Harder, Ber. 60, 581, 1927. 

2 Bussey Inst. Bull. 3, 13, 1902; Journ. Ind. Eng. Chem. 9, 748, 1917. 

8 Hdgglund und Klingstedt, Holzchemie, 8. 78. 

* Klingstedt, Pappers- och Travarutidskrift, a.a.O.; Hdgglund und 
Klingstedt, Cellulosechemie 9, 77, 1928. 

5 Journ. f. prakt. Chem. 101, 213, 1921. 

® Cellulosechemie 5, 45, 1924. 

7 Ebendaselbst 5, 57, 1924. 
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wahrend man fiir die beiden anderen vorliufig keine brauchbaren 
Methoden kennt. 

Aus den bis jetzt ausgefiihrten Untersuchungen iiber die Bestand 
teile des Holzes kann man sich eine ungefahre Vorstellung iiber das 
qualitative und quantitative Vorkommen der verschiedenen Begleit- 
stoffe der reinen Cellulose machen, vor allem bei denjenigen Holzarten 
welche das Hauptmaterial fiir die technische Zellstoffbereitung aus- 
machen und eben deswegen eingehender untersucht worden sind. Ob 
die als Hemicellulose bezeichneten Polysaccharide und unter ihnen 
in erster Linie die Pentosane mit der Cellulose und dem Lignin chemisc): 
verbunden sind oder nicht, ist eine wiederholt erérterte, aber noch 
nicht entschiedene Frage. Nach einigen in letzter Zeit vorgenommenen 
Untersuchungen ist wohl anzunehmen, daB auch die Hemicellulosen 
mit dem Lignin, und zwar am wahrscheinlichsten acetalartig, verbunden 
sein kénnen!. Da der Holzzellstoff, welcher beim Entfernen der iiber- 
wiegenden Menge des Lignins durch saure Mittel entsteht, nie hemi- 
cellulosefrei erhalten wird, darf man vielleicht annehmen, da ein Teil 
der betreffenden Polysaccharide nicht oder wenigstens nicht allein mit 
dem Lignin verkniipft ist. Wenn dem nicht so ware, wiirde man er- 
warten, da die bei der Abspaltung vom Lignin freigelegten Polyosen 
einen mehr oder weniger weitgehenden und leicht nachweisbaren. 
hydrolytischen Abbau erfahren wiirden. Immerhin kann diese Uber- 
legung nicht als véllig einwandfrei angesehen werden, da es von den 
betrachteten Polysacchariden vielleicht verschiedene Arten gibt, welche 
sich schon primar durch ihr Verhalten gegen hydrolysierende Mitte! 
unyerscheiden. 

Noch schwieriger scheint es, zu entscheiden, ob die Hemicellulose 
und vor allem die gegen hydrolysierende Mittel widerstandsfahigeren 
Anteile derselben mit der Cellulose chemisch verbunden sind oder 
von ihr nur adsorptiv oder sonstwie festgehalten werden. Da iiber dic 
Frage nach der chemischen Struktur der reinen, nativen Cellulose 
noch keine Klarheit besteht, so vermi8t man in der Tat die feste Grund- 
lage, welche zur sicheren Beurteilung der experimentellen Tatsachen 
nétig ware. 

LaBt man vorerst die nicht sehr befriedigende Adsorptionshy pothese 
beiseite, so kann man sich den Verband zwischen der Cellulose und 
den Hemicellulosen in verschiedener Weise vorstellen, je nachdem, o} 
man die Cellulose als ein ,,hochpolymeres‘* Kohlehydrat oder als ein 
durch Auswirkung von_,,iibermolekularen“ Kraften entstandenes 
Aggregationsprodukt relativ einfacher Elementarteilchen, wie z. B. das 


1 E. Hagglund, Holzchemie, 8.118; B. Holmberg und 8S. Runius, 
Svensk Kemisk Tidskrift 37, 189, 1925. 
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Glucoseanhydrid auffassen soll'. Es lieBe sich somit unter anderem 
denken, da& andere Monosereste als die der Glucose in geringeren 
Mengen an dem Aufbau der durch Hauptvalenzen zusammengehaltenen 
Ketten beteiligt sind, oder, daB die Anhydride dieser Monosen in dem 
Aggregat als mit dem Glucoseanhydrid gleichwertige Bausteine ein- 
gehen, oder schlieBlich, dab mehr oder weniger celluloseihnliche, durch 
Hauptvalenzen zusammengehaltene polymere Gebilde der Monosen 
als Beimischungen zu den reinen Cellulosekomplexen an dem micellaren 
System des Holzzellstoffs teilnehmen. 


Um den Zusammenhang zwischen den verschiedenen Kohlehydrat- 
bestandteilen des Zellstoffs zu finden, bedarf es ohne Zweifel einer 
vielseitigen Kenntnis derjenigen Umstande, unter denen die als Hemi- 
cellulose bezeichneten Anteile von der Cellulose getrennt werden kénnen. 
Vorlaufig lassen sich diese Verhiltnisse analytisch am leichtesten an 
den Pentosanen verfolgen. Bei der Reinigung der rohen Holz- und 
Strohcellulose sind mehrere Forscher, unter denen vor allem E£. Heuser® 
zu nennen ist, zu der Auffassung gekommen, daB besonders die letzten 
Reste von Pentosan dem Bestreben, sie aus dem Zellstoff heraus- 
zuholen, den gréBten Widerstand entgegensetzen, und daB es somit 
recht schwierig, wenn nicht unmiéglich ist, die Rohcellulose véllig 
von Xylan zu befreien“. Schwalbe und E. Becker*, denen es nicht 
gelang, die furfurolbildenden Stoffe von Sulfitzellstoff durch Be- 
handlung mit alkalischen Erden ganz zu entfernen, haben den Rest, 
der weder mit Alkalien noch mit alkalischen Erden beseitigt werden 
kann, als Orthopentosan bezeichnet. 


Bei Untersuchungen iiber die Zusammensetzung von Cellulose- 
praparaten, die durch Mercerisation von zwei Sulfitzellstoffen erhalten 
wurden, welche 4,5- und 2°, X ylan und 6- und 3,2 °;, Mannan enthielten, 
fand ich durch Anwendung der verbesserten Bestimmungsmethoden 
fiir das Furfurol und die Mannose, daB die erhaltene a-Cellulose frei 
von diesen Hemicellulosen war. Dieser Befund hat mich veranlaBt, 
die Einwirkung von Natronlauge auf verschiedene Zellstoffe etwas 
niher zu untersuchen. Es hat sich gezeigt, daS man die furfurol- 
liefernden Bestandteile, welche iiberwiegend, wenn nicht allein, aus 


? Vgl. K. Hess, Die Chemie der Cellulose und ihrer Begleiter. Leipzig 
1928; K.H. Meyer und H. Mark, Ber. 61, 593, 1928; K. Freudenberg, 
Ann. 460, 288; 461, 130, 1928. 

2 E. Heuser und A. Haug, Zeitschr. f. angew. Chem. 81, 99, 1918; 
E. Heuser und E. Boedeker, ebendaselbst 84, 461, 1921; HE. Heuser und 
W. Dammel, Cellulosechemie 5, 45, 1924; E. Heuser und A. Brétz, Papierfabr., 
Festheft 1925, 8. 69; L. E. Wise und W. C. Russell, Journ. Ind. Eng. Chem. 
14, 285, 1922; G. J. Ritter und L. C. Fleck, ebendaselbst 14, 1050, 1922. 

§’ Journ. f. prakt. Chem. 100, 19, 1920. 
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Xylan bestehen, aus dem Sulfitzellstoff von Fichtenholz durch ein 
maliges Durchkneten mit 17- bis 18°,iger Natronlauge glatt entferne) 
kann, wenn man mit einer geniigenden Menge Lauge arbeitet und sic 
wenigstens eine Stunde einwirken ]a6t!. 

Die Angaben von Lenze, Pleus und Miiller, daB zur vollstandigen 
Entfernung dieser Substanzen eine mehrmalige Behandlung mit der 
Alkalilauge erforderlich ist, sowie daB die furfurolliefernden Bestand. 
teile auch hierdurch noch nicht restlos entfernt werden und daB das 
Mannan leichter fortzuschaffen ist als das Xylan, sind in bezug auf 
den Sulfitzellstoff nicht als richtig anzuerkennen. Ihre Schliisse sind 
fehlerhaft, weil sie bei der Auslaugung mit zu groBer Stoffkonzentration 
gearbeitet haben, weil sie nur den alkaliléslichen Anteil ihrer Zellstoffe 
analytisch untersucht haben und ferner fiir die Xylanbestimmung dic 
eben unter diesen Umstinden unsichere Phloroglucinmethode benutzt 
haben. 

Wie folgende Zusammenstellung erweist, gelingt die Abtrennung 
des Pentosans unabhiangig von dem Ligningehalt des Zellstoffs und der 
nach dem Bleichen im Zellstoff verbleibende Rest zeichnet sich nicht 
durch gréBere Widerstandsfahigkeit aus. 





Furfurol Pentosan Lignin 
0 Py > 0 0 

ene ee 1,14 2,0 Spuren * 
ae 2.08 3.6 ° 
nn «ss oo se « 3,15 54 4.4 
4. Ungebleicht . . . Par aes 2.69 4.6 5.1 


* Das untersuchte Praparat war cin aus Fichtenholz dargestellter Sulfitzellstoff, der durch 
Behandlung mit verdiinntem Alkali bei Gegenwart von Chlorkalk gereinigt worder war. 


Da keine saure Vorhydrolyse nétig ist, um das Pentosan vollstandig 
abzutrennen, kann man wohl aus den Versuchen schlieBen, dab das 
Pentosan im Zellstoff mit dem Lignin nicht verbunden ist. Ob dieselben 
Pentosananteile im urspriinglichen Holzstoff mit dem Lignin chemisch 
vereinigt gewesen sind oder nicht, bleibt selbstverstandlich eine offene 
Frage. 

Da es nach Heuser sehr schwierig sein soll, die Rohcellulose mit 
verdiinnter Natronlauge (6°, ig) in der Warme véllig von Xylan zu be- 
freien, und da ferner die Reinigung nur dadurch gelang, daB die Aus- 
laugung mehrmals wiederholt wurde und der Zellstoff zwischendurch 
mit Chlorwasser oder Salzsiure behandelt wurde, habe ich eine Nach. 


priifung dieser Angaben an dem gebleichten Sulfitzellstoff 2 vor- 


' Pappers- och Travarutidskrift, a. a. O. 
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genommen. Durch einmalige Auslaugung wurde etwas weniger als die 
Halfte, durch zweimalige schon */,, des Pentosans entfernt. Wenn 
die Stoffkonzentration in der Lauge von 1: 2,5 auf 1: 100g cem er 
niedrigt wurde, geniigte eine einzige Auslaugung, um pentosanfreien 
Stoff zu erhalten. 

Die Nachpriifung der lésenden Einwirkung von gesittigter Baryt- 
lauge bei 50° und einer Stoffkonzentration von 1:8 ergab in Uber- 
einstimmung mit den Versuchen von Schwalbe und Becker, daB nur ein 
Teil des Pentosans (etwa ein Viertel) ausgelaugt wurde. DaB sich die 
Verhaltnisse bei wesentlich kleineren Konzentrationen anders einstellen, 
ist sehr wahrscheinlich. 

Nach B. Rassow' sollen nitrierte Zellstoffe, die reich an Pentosan 
sind, bei der Denitrierung einen Zellstoff zuriickgeben, der einen groBen 
Pentosanverlust zeigt, wahrend der regenerierte Stoff aus pentosan- 
armen Zellstoffen keine merkliche Verinderung im Pentosangehalt 
aufweist. Die Nachpriifung dieser Resultate bei dem verhiltnismabig 
pentosanarmen, gebleichten Sulfitzellstoff ergab, da das Pentosan 
von der Ammoniumsulfhydratlésung vollstandig ausgelaugt worden war. 


Diese Ergebnisse zeigen, daB unsere Kenntnisse von den Be- 
dingungen, unter denen die Hemicellulosen aus dem Zellstoff heraus- 
gelést werden kénnen, noch sehr mangelhaft sind. Dai das Xylan 
und wahrscheinlich auch die iibrigen Hemicellulosen aus gewOhnlichen 
Sulfitzellstoffen durch geniigend starke alkalische Mittel leicht und 
volistandig entfernt werden kiénnen, halte ich entgegengesetzten Be- 
hauptungen friiherer Forscher gegeniiber jetzt fiir erwiesen. Wie sich 
Zellstoffe verhalten, die durch andere Verfahren und aus anderen 
Rohstoffen dargestellt worden sind, ist voriiufig kaun: mit Bestimmt- 
heit anzugeben. 


Um die Eigenschaften des durch Chlorierung isolierten Zellstoffs 
zu untersuchen, wurde als Rohmaterial knotenfreies Roggenstroh 
gewahlit, da der Strohzellstoff sich bekanntlich durch einen betricht- 
lichen Pentosangehalt auszeichnet. Der Strohzellstoff mit rund 25°, 
Pentosan ergab nach einmaliger Behandlung mit 17°, iger Natron- 
lauge eine vollig pentosanfreie Cellulose. Mit dieser Beobachtung 
stehen einige Ergebnisse von Ritter und Fleck in gutem Einklang?. 
Diese Autoren haben den Pentosangehalt des Holzes, der durch 
Chlorierung erhaltenen Cellulose und der daraus isolierten a-Cellulose 
von einigen amerikanischen Hdélzern bestimmt und dabei folgende 
Werte in Prozenten gefunden: 


! Zellst. u. Papier 4, 266, 1924. 
2 a.a. O. 
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Holz Cellulose a+ Cellulose 

° 0 0 0 VU 
Pinus ponderosa. ...  .. 7,35 6,82 1,82 
Pinus monticolla. ......-. 6,97 5,33 2,05 
Ochroma lagopus ....... 17.65 19.99 2,63 
Prosopis juliflora ....... 13,96 17,75 3.48 
Querens densiflora. . . . . . . 19,59 22,82 951 


Wenn man nun beachtet, daBS die Furfurolbestimmung nach 
Tollens ausgefiihrt worden ist und daB die Phloroglucinmethode schon 
bei der Analyse von pentosanfreien mercerisierten Cellulosen 2 bis 4° 
mehr Pentosan vortéuschen kann, und da man zudem voraussetzen 
kann, daB die einmalige Auslaugung bei verhiltnismaBig hoher Stoff- 
konzentration geschehen ist, so mu8 man aus den angefiihrten Zahlen 
schlieBen, daB das Pentosan aus den vier ersten Zellstoffen praktisch 
volistandig entfernt worden ist, wihrend im Eichenzellstoff rund ein 
Drittel zuriickgeblieben ist. 

Kiirzlich haben Hdgglund und Klingstedt gezeigt', daB man durch 
entsprechende Behandlung eines aus Fichtenholz dargestellten, 6,5 ° , 
Lignin, 54°, Pentosan und 3,3°, Mannan enthaltenden Natron- 
zelistoffs nur einen Teil der Hemicellulose herauslésen kann. In Uber- 
einstimmung mit diesem Befunde steht die von mir gemachte Beob- 
achtung an einem ungebleichten Natronzellstoff, der aus Kiefernholz 
durch das Sulfatverfahren erhalten worden war. Der Pentosangehalt 
sank nach einmaliger Auslaugung von 5,5°, auf 1,9 und nach zwei- 
maliger auf 1,5°,. ‘ 

Die letzterwihnten Beobachtungen erweisen, dab die Hemi- 
cellulose der Natronzellstoffe teilweise bedeutend fester an der Cellulose 
verankert ist als die Hemicellulose derjenigen Zellstoffe, bei deren 
Darstellung saure Medien anwesend waren. Aus im Gange befindlichen 
Untersuchungen wird hervorgehen, unter welchen Bedingungen man 
die schwerléslichen Anteile der Natronzellstoffe ohne saure Vorhydrolyse 
mit Lauge restlos entfernen kann und ob dies tiberhaupt immer 
moglich sei. 

Weil die Hauptmenge der in Monosen zerlegbaren Begleitstoffe 
der Cellulose meistens einen mehr oder weniger stark ausgepragten 
Widerstand gegen die hydrolysierende Einwirkung von Sauren und 
gegen den zerstérenden Angriff des Chlordioxyds so lange leisten, als 
sie der Zellwandsubstanz oder dem daraus erhaltenen Zellstoff an- 
gehéren, dieses Widerstandsvermégen dagegen verlieren, nachdem sie 
durch Alkali herausgeholt worden sind, hat man vielfach die Ansicht 


1 Cellulosechemie 9, 77, 1928. 
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vertreten, daB wenigstens die Pentosane und wahrscheinlich auch ein 
Teil der Hexosen oder die entsprechenden Zuckerarten mit der Cellulose 
chemisch verbunden seien'. Was hierbei mit chemischer Bindung 
gemeint ist, hat man in einigen Fallen naher prazisiert, indem man 
annahm, da diese Bausteine glykosidisch an die Cellulose ge- 
kniipft sind. 

Die angefiihrten Tatsachen sprechen zewif deutlich genug dafiir, 
daB die chemische Angreifbarkeit der als Hemicellulose bezeichneten 
Stoffe durch ihre Teilnahme an dem micellaren System weitgehend 
abgestumpft ist. Unsere Kenntnisse geniigen aber bei weitem nicht 
zur genauen Feststellung, in welcher Weise die Reaktionstrigheit 
zustande gexommen ist. Stichhaltige Beweise fiir die glykosidische 
Verkniipfung. also fiir chemische Bindung durch Hauptvalenzen, sind 
nicht vorhanden. Es ]aBt sich ebensogut denken, dab die Verkniipfung 
durch energiearmere Bindungsarten vermittelt wird. 


Experimenteller Teil. 
(Unter Mitarbeit von E. Olsen.) 


Holzzelistoffe. 


Gebleichter Sulfitzellstoff aus Fichte (Picea excelsa). Fabrik Kaukas, 
Finnland. 

2,5g¢ Substanz mit 5,48°, Feuchtigkeit und 0,39°, Asche ergab 97,2 
und 103 mg Niederschlag, was im Mittel einer Furfurolzahl von 2,08 ent- 
spricht. Das Destillat war wie in fast allen folgenden Analysen 150 cem 
und wurde mit einem Uberschu@ von Barbiturséure versetzt. Als 5g 
Zellstoff mit 200 cem 17° iger' Natronlauge wahrend 1 Stunde behandelt, 
sodann filtriert und nachher mit etwas Lauge und schlieBlich mit Wasser 
alkalifrei gewaschen wurde, entstand ein mercerisierter Stoff, der beim 
Destillieren mit Salzsiure kein Furfurol abspaltete. 

20g Zellstoff wurde nach E. Heuser und E. Boedeker®? mit 50 ccm 
6°,iger Natronlauge 45 Minuten im Olbad zum gelinden Kochen erhitzt. 
Die abfiltrierte Masse wurde zuerst mit etwas Lauge gespiilt und sodann 
mit warmem Wasser neutral gewaschen. 3,5 g Substanz mit 4,64 °, Feuchtig- 
keit und 0,45°%, Asche ergab 85,2 und 81 mg Niederschlag, was 1,23 °, 
Furfurol und 2,1°, Pentosan entspricht. Eine gleich groBe Menge Zellstoff 
unterzogen wir sodann einer dreimal wiederholten Auslaugung, wobei die 
erhitzte, braunstichige Masse jedesmal mit der 6°%,igen Lauge gut aus- 
gewaschen wurde. 2,5g Substanz mit 4,82°% Feuchtigkeit und 0,75% 
Asche ergab 9,2 und 6,2 mg Niederschlag, was einer Furfurolzahl von nur 
0,25 entspricht. Ein dritter Versuch wurde nun so ausgefiihrt, daB 5 ¢ 
Zellstoff 3 Stunden mit 500cem 6°,iger Lauge gelinde gekocht wurde. 


 Vgl. z. B. E. Schulze, H. 16, 410, 1892; EB. Schmidt und E. Graumann, 
Ber. 54, 1867, 1921; M. Mehta, Biochem. Journ. 19, 958, 1925: A. E. 
Cashmore, Journ. chem. Soc. 1927, 8. 718; E. Hdgglund, Holzchemie, 8. 67; 
K. H. Meyer und H. Mark, a. a. O. 

2 Zeitschr. f. angew. Chem. 84, 461, 1921. 
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Nach Auswaschen mit Lauge und Wasser erwies sich der ausgelaugte Stofi 
als vollkommen pentosanfrei. 

12g Zellstoff wurde in Anlehnung an Versuchen von Schwalbe und 
Becker? mit 100cem bei 50° gesittigter Barytlauge wahrend 1 Stund: 
bei der erwihnten Temperatur erhitzt. Der ausgelaugte Stoff wurde mit 
Wasser, 5°,iger Salzsiure und wieder mit Wasser séurefrei gewaschen. 
2,5¢g Substanz mit 5,1°, Feuchtigkeit und 1,51°, Asche ergab 68 und 
75 mg Niederschlag im 180-cem-Destillat. Die erhaltene Furfurolzah] von 
1,52 entspricht also einer Erniedrigung des urspriinglichen Furfurolwertes 
um rund 25%. 

Ungebleichter Sulfitzellstof{f (Fabrik Enso, Finnland). Der Stoff enthielt 
5,94°, Feuchtigkeit, 0,73°, Asche und 6,05°, Lignin, nach der Salzséure- 
methode bestimmt. 2,5 g Substanz ergaben im 180-cem-Destillat 129 mg 
Niederschlag, was auf aschefreie Trockensubstanz gerechnet 2,69°,, Furfuro! 
und 4,6° Pentosan entspricht. Wird nur der Kohlehydratanteil beriick- 
sichtigt, so erhalt man als Furfurolzahl 2,76. 

Natronzelistojf. Der Stoff war ein technisches Produkt nicht bleich- 
barer Qualitat. 2,5 g¢ Substanz mit 5,22°, Feuchtigkeit und 1,24°, Asche 
ergab 155,2 mg Niederschlag, was 3,19°, Furfurol und 5,5°, Pentosan 
entspricht. 

Der Zellstoff wurde mit 17°,iger Natronlauge in der obenerwahnten 
Weise einmal ausgelaugt. 

Aus 2g der ausgelaugten Substanz mit 7,19°, Feuchtigkeit und 
0,89°, Asche erhielten wir 38,4mg Niederschlag oder 1,09°% Furfurol. 
Als derselbe Stoff zweimal nacheinander mit der starken Lauge behandelt 
wurde, ergaben 2,0134g Substanz mit 6,35°;, Feuchtigkeit und 0,82 °, Asche 
immer noch 30,4mg Niederschlag oder 0,88°, Furfurol. 

Denitrierter Zellstojff. Der oben erwahnte gebleichte Sulfitzellstoff 
wurde gemaiB der Angabe von R.O. Herzog und G. Laski* nitriert, wobei 
wir 930g Saéure auf 31 g Zellstoff 3 Stunden bei 0° einwirken lieBen. Die 
Nitrocelluloge wurde mit 10°%iger Ammoniumsulfhydratlésung wahrend 
24 Stunden denitriert und sodann durch Waschen mit Wasser und Schwefe!- 
kohlenstoff gereinigt. Aus 2g der regenerierten Cellulose erhielten wir 
ein Destillat, das mit Barbitursiure gar keinen Niederschlag ergab. 


Strohzellsto}f. 


Der Zellstoff wurde durch Behandlung von knotenfreiem Roggenstroh 
mit Chlorgas nach dem von E. Heuser und A. Haug* naher angegebenen 
Verfahren dargestellt. Nach viermaliger Chlorierung und Auswaschung 
mit hei®Ber 1°,iger Natronlauge entstand ein schneeweiBer, ligninfreier 
Stoff mit 4,27°, Feuchtigkeit und 0,45°, Asche. 1g Substanz ergab 
237 mg Niederschlag, was der Furfurolzahl 11,82 und dem Pentosangehalt 
20,2 entspricht. 


1 a.a. O. 
2 Zeitschr. f. phys. Chem. 121, 138, 1926. 
8 Zeitschr. f. angew. Chem. 31, 99, 1918. 
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Uber die mitogenetische Strahlung 
des Arbeitsmuskels und einiger anderer Gewebe.: 


Von 
Werner W. Siebert. 
(Aus der I. medizinischen Universitatsklinik Berlin.) 


(Eingegangen am 30. August 1928.) 


Bei friiher mitgeteilten Untersuchungen iiber die Entstehung der 
Arbeitshypertrophie konnte ich, im Anschlu8 an Befunde Belehradeks, 
vom Brei elektrisch gereizter Muskeln nachweisen, daB er, dem Wasser 
des ZuchtgefaBes zugesetzt, das Wachstum von Kaulquappen férdert, 
im Gegensatz zum Ruhemuskelbrei. An derselben Stelle habe ich 
auseinandergesetzt, dafB mit groBer Wahrscheinlichkeit die wachstums- 
fordernde Wirkung auf gewisse Stoffwechselprodukte zuriickzufiihren 
ist, die im Muskel bei der Arbeit vermehrt werden oder neu auftreten, 
und da®B diese Produkte etwas Ahnliches oder dasselbe sind, wie die 
von G. Haberlandt beschriebenen ,,Nekrohormone**. 

Im weiteren Verlauf meiner Arbeiten lernte ich die Untersuchungen 
Gurwitschs kennen. Dieser hat die Entdeckung gemacht, da® pflanzliches 
und tierisches Keimgewebe imstande ist, die Kernteilungs- bzw. 
Sprossungsintensitat bei Zwiebelwurzeln und Hefen (Baron) durch 
Fernwirkung, ohne jeden direkten materiellen Kontakt, zu steigern. 
Gurwitsch nimmt an, daB diese Fernwirkung auf das Vorhandensein 
einer Strahlung, der ,,mitogenetischen Strahlung*: zuriickzufiihren sei; 
er konnte dies durch eine Reihe von Experimenten beweisen. 

Nach Gurwitsch bestehen enge Beziehungen zwischen den Nekro- 
hormonen Haberlandts und der genannten Strahlung; es sollen die 
Nekrohormone, wenn nicht ausschlieBlich, so doch auch durch die 
Aussendung teilungsférdernder Strahlen wirken. 

Dies erweckte in mir die Vermutung, daB es auch mit Arbeits- 
muskeln gelingen miisse, Fernwirkungen an den genannten Testobjekten 
(Zwiebelwurzel, Hefe) zu erzeugen. 


1 S. auch vorlaufige Mitteilung, Klin. Wochenschr. 1928, Nr. 4 und 16. 
g* 
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Ich habe zunichst in zahlreichen Versuchsreihen die Angaben 
Gurwitschs nachgepriift. 

In den Grundversuchen dient beim Zwiebelverfahren eine mit der 
Knolle zusammenhingende Zwiebelwurzel als ,,Induktor, der an 
der Wurzel einer anderen Knolle, der ,,Detektorwurzel*!, durch Fern- 
wirkung die Mitosen vermehrt. 

Bei dem Hefeverfahren stellt eine auf Bierwiirzeagar geziichtete 
Hefekultur den ,,Induktor** dar, wahrend ein auf Pepton-Dextrose- 
agar gewachsener Heferasen als ,,Detektor’ fungiert. Hinsichtlich 
der Einzelheiten der Methodik verweise ich auf die im Literatur. 
verzeichnis naher bezeichnete Monographie von Gurwitsch und auf 
die Arbeit von Baron. 

Es gelang, diese Fundamentalversuche zu bestiatigen®. Anfangs 
bediente ich mich der Zwiebel-, spiter fast ausschlieBlich der Hefe- 
methode, die sich mir als handlicher und zuverlissiger erwies. 

Ich gebe im folgenden einen Auszug aus meinen Protokollen 
iiber die Grundversuche mit dem Hefeverfahren*. Die Feststellung 
der Sprossungsintensitat der Detektorkulturen geschah hierbei in 
enger Anlehnung an die Vorschrift Barons. 


Tabelle I. 


Induktor: Hefe auf Bierwiirzeagar; Detektor: Hefe auf Pepton-Dextrose- 
agar; Versuchsdauer: 3 Stunden; Temperatur: 25°. 





Spressungsintensitat der Detektorhefe 





Nr. an der dem Induktor 


an Kontrollstelle gegeniberliegenden Stelle 
%o %lo 
1 24 33 
2 22 30 
3 13 ' 25 
4 14 25 
5 24 3: 
6 23 33 
7 25 34 
8 27 35 
9 25 36 
10 26 36 


1 Neuerdings haben Reiter und Gabor festgestellt, daB man als 
,.Detektor‘s auch eine frisch von der Knolle abgeschnittene Wurzel ver 
wenden kann. 

2? Herrn Laboranten Braun sage ich fiir seine wertvolle Hilfe bei den 
Experimenten meinen besten Dank. 

3 Die Beschaffung der Hefe verdanke ich der Freundlichkeit des Herr 
Dr. Glaubitz, Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin. 





fi 


di 
cd 





if 


af) 








Mitogenetische Strahlung des Arbeitsmuskels usw. 117 


Nach Bestatigung des Grundexperiments versuchte ich, die 
Methodik Gurwitschs fiir mein Problem zu verwerten. 


Ich verwendete als Induktor statt der Zwiebelwurzeln und Hefen 
den Brei von elektrisch gereizten Froschmuskeln. Der Brei wurde in 
eine Glasréhre gestopft und diese mit dem offenen Ende dem Detektor 
in einer Entfernung von 3 bis 5 mm gegeniibergestellt. Es gelang, 
entsprechend meiner Vermutung, sowohl an Zwiebelwurzeln als auch 
besonders an Hefen die Teilungsintensitaét durch Fernwirkung zu 
steigern. 


Ich habe dieses Ergebnis in meiner im Juli 1927 der Fakultit vor- 
gelegten Habilitationsschrift bereits kurz veréffentlicht. Inzwischen 
wurden die Experimente weiter fortgefiihrt. Aus der groBen Anzahl 
sei hier eine Tabelle von 25 Versuchen aufgefiihrt. 


Tabelle 11. 


Priifungsobjekt : gereizter und ungereizter Muskel ; Detektor: Hefe ; Versuchs- 
dauer: 3 Stunden; Temperatur: 25°. 














Sprossungsintensitat der Detektorhefe Sp gsintensitat der Detektorhefe 
nuber nil e egenuber 
- I Muskel | a - —., gudicion Muskel 
%Fo | ®lo %o %o 
1 32 45 14 23 41 
2 24 32 15 22 33 
3 23 36 16 23 32 
+ 25 36 17 21 30 
5 26 41 18 21 29 
6 22 30 19 22 32 
7 22 31 20 22 32 
8 22 28 21 23 30 
9 26 35 22 25 33 
10 26 34 23 25 38 
11 26 35 24 24 30 
12 26 31 25 24 31 
13 26 35 | 





Der Brei von ungereiztem Muskel erwies sich, im Gegensatz zum 
faradisierten Muskel als unwirksam. 

Hefeproben aus Kontrollstellen der Kultur hatten dieselbe 
Sprossungsintensitat wie die Partien, die im Versuche dem ungereizten 
Muskel gegeniibergestanden hatten. 


In mehreren Versuchen wurde der faradisierte Muskel unverrieben 
dem Detektor gegeniibergestellt. Auch hierbei war eine Vermehrung 
der Sprossungen, in ahnlicher GréBenordnung wie beim Brei, fest- 
zustellen. 
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Fiir die Annahme Gurwitschs, daB hier eine Strahlung vorliegt 
diente anfangs als Hauptstiitze die Tatsache, daB es gelang, im Grund 
versuch den supponierten Strahlengang durch Einschaltung eines 
Spiegels so zu dirigieren, daB Teilungsiiberschiisse genau an der Stell 
der Zwiebelwurzel bzw. der Hefekultur auftraten, an der die ab 
gelenkten Strahlen die Testobjekte getroffen haben muBten. Spiite: 
haben Gurwitsch, sowie Reiter und Gabor weitere wichtige Beweise auf 
strahlenphysikalischem Wege erbringen kénnen. Auf diese gehe ich 
in der vorliegenden Arbeit nicht ein, es soll dies spiter an anderem 
Orte geschehen, im Zusammenhang mit Mitteilungen iiber eigen: 
physikalische Untersuchungen, die gegenwiartig noch nicht abgeschlossen 
sind. 

Ich berichte hier zunichst lediglich tiber Spiegelversuche, die ich 
mit einem Arbeitsmuskelbrei vorgenommen habe. Der Brei wurde 
wie vorher beschrieben, in eine Glasrohre gestopft. Vor dieser wurde 
ein Metallspiegel aus blank geputztem WeiBblech so aufgestellt 
daB er von der verlangerten Réhrenachse unter einem Winkel von 45° 
getroffen wurde. 

Diese gedachte Linie muBte nach Ablenkung um 90° eine in der 
Nahe des Spiegels aufgestellte Hefekultur an einem bestimmten Punkte 
treffen. Dieser Punkt wurde auf der Kultur durch Messung genau 
bestimmt und markiert. Nach 3 Stunden wurden mit der Ose Hefe- 
zellen aus dieser Stelle der Kultur und aus verschiedenen anderen nicht 
.,bestrahlten* Kontrollpartien entngmmen und nach Ausstrich auf 
einen Objekttrager Fixierung und Farbung ausgezahlt. 

Es ergab sich in der Tat, daB an den vorher bestimmten Partien 
der Kultur die Zellen starker gesproBt waren, wie die folgenden Beispiele 
belegen sollen. 

Tabelle III. 


Spiegelung mit Arbeitsmuskelbrei. 





Kontrollstelle Markierte Stelle auf der Kultur 


Nr. Sprossung Sprossung 
% %Fe 
1 24 33 
2 26 31 
3 18 29 
4 30 39 
5 26 37 
6 25 39 
7 25 35 
8 26 34 
9 24 34 
10 27 35 
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Nunmehr untersuchte ich eine Reihe anderer Gewebe auf ihr 
Strahlungsvermégen. 


Zumeist stellte ich mir aus diesen Geweben einen Brei durch Ver- 
reiben im Morser ohne jeglichen Zusatz her. In einigen Fallen wurden 
unverriebene Gewebsstiicke verwandt. 


Ausgehend von den Grundanschauungen Gurwitschs, daB wachsende 
Gewebe (Zwiebelwurzeln, Hefe, Kaulquappen) besonders zur Strahlung 
befahigt sind, wahlte ich vor allem solche Organe aus, bei denen die 
physiologische Zellenneubildung sehr rege ist, in der Annahme, dab 
die Strahlung an diesen WachstumsprozeB eng gekniipft sei. 


Zunachst nahm ich Milz und Lymphknoten. jedoch ohne Erfolg. 
Dahingegen erwies sich aber Knochenmark, von der Ratte wie vom 
Meerschweinchen, als wirksam. Die Versuche dauerten, wie alle 
vorherigen, 3 Stunden und wurden im Brutschrank bei 37° vorgenommen. 
Es stellte sich heraus, daB die Innehaltung der Kérpertemperatur nicht 
notwendig ist, auch bei 25° lieBen sich an der Hefe noch Fernwirkungen 
nachweisen. 

Auf eine Verdéffentlichung der mit Milz und Lymphknoten ge- 
wonnenen Resultate verzichte ich hier wegen des negativen Ausfalls. 
Von den Protokollen iiber die’ Knochenmarksversuche folgen hier 
zehn Beispiele: 

Tabelle 1V. 
Induktor: Knochenmark; Detektor: Hefe. 





Sprossungsintensitat der Detektorhete 





Nr. gegenuber 


an Kontrolle dem Knochenmark 

V5 9% 

1) 30 38 
2 Ratte 27 32 
3 | 21 39 
4 28 38 
5 | 99 39 
6 20 35 
pa 23 37 
& schweinchen 22 34 
9 27 36 
10 26 33 


Vom normalen Tiere wurden ferner noch Hoden, Ovarium, Haut, 
Leber untersucht; alles mit negativem Ergebnis. 


Es lag nahe, auch Tumorgewebe auf sein Strahlungsvermégen zu 
prifen. Ich verwendete hierzu Jensensarkom der Ratte, dessen Be- 
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schaffung ich Herrn Dr. Lasnitzki, Krebsinstitut, verdanke. Das 
Sarkom wurde zerrieben und in eine Glasréhre gestopft, deren 
Offnung einer Hefekultur gegeniibergestellt wurde. Es kamen nur 
ziemlich frisch angegangene, 8 bis 14 Tage alte Tumoren zur Ver- 
wendung, bei denen noch keinerlei Zerfallserscheinungen eingetreten 
waren. Die Temperatur betrug bei diesen Experimenten gewohnlich 37°. 
konnte aber auch hier, ohne das Resultat zu andern, bis auf 25° gesenkt 
werden. 

In einer groBen Reihe zeigte ohne jede Ausnahme das zerriebene 
Sarkomgewebe deutliche Einwirkung auf die Hefe; dasselbe geschah 
bei der Verwendung nicht zerriebener Sarkomstiicke. Kurz vor Abschlub 
dieser meiner Versuche veréffentlichten Reiter und Gabor denselben 
Befund, sie hatten auBer Jensensarkom noch Carcinome verschiedener 
Herkunft gepriift und auch diese als strahlend gefunden. 


Von meinen Versuchen teile ich hier 20 Beispiele mit: 


Tabelle V. 


Induktor: Jensensarkom; Detektor: Hefe. 





s intensitat der Detektorhefe S intensitit der Detektorhefe 














Nr. gn Kontrollen gegeniiber dem Sarkom Nr. an Kontrollen gegeniiber dem Sarkom 
Fp % %, 0/5 
1 21 32 11 23 43 
2 20 35 12 30 39 
3 20 27 13 24 32 
4 20 26 14 24 34 
5 28 35 15 21 30 
6 30 38 16 23 35 
7 25 35 17 23 38 
8 25 36 18 24 38 
9 25 35 19 24 36 
10 21 | 30 20 22 36 


Von den von mir untersuchten tierischen Geweben erwies sich 
also, abgesehen vom tatigen Muskel, das Jensensarkom und das Knochen- 
mark als strahlend. 

Nimmt man den Befund Gurwitschs hinzu, daB anch Kaulquappen 
als Induktor verwendet werden kénnen, so handelt es sich hier um 
Gewebe mit reger Zellneubildung, und man kénnte versucht sein, an- 
zunehmen, bei der Strahlenerzeugung komme es besonders darauf an. 
daB das als Induktor verwandte Gewebe im Tierkérper im Wachsen 
begriffen war. 

Aber schon der Befund, daB Arbeitsmuskel strahlt, laBt erkennen. 
daB das Wachstum offenbar nicht das Entscheidende ist. Ebenso 
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wird dies durch das verschiedene Verhalten der beiden blutbereitenden 
Organsysteme, des Knochenmarks und des Lymphapparats gezeigt. 
In beiden finden fortwahrend Zellneubildungen statt; und doch ist nur 
das Knochenmark imstande, den Detektor zu beeinflussen. 


Sicherlich ist die Entstehung der Strahlen an die Vermehrung 
oder das Neuauftreten gewisser Stoffwechselprodukte gekniipft bzw. 
an gewisse Stoffwechselvorginge, bei denen ein Teil der frei werdenden 
Energie als ,,mitogenetische Strahlung nach auBen abgegeben wird. 
Die Tatsache, da faradisierter Muskel strahlen kann, ist vielleicht 
besonders geeignet, nahere Aufschliisse itiber den zur Strahlen- 
erzeugung notwendigen Stoffwechselvorgang zu geben, da wir iiber 
die chemischen Umwandlungen bei der Muskeltatigkeit dank den 
bekannten Untersuchungen Fletchers und Hopkins, Hills, Meyerhojs, 
Embdens genauer unterrichtet sind. Nach ihnen lassen sich die Vor- 
ginge in zwei Hauptgruppen teilen, erstens in die der anaeroben Phase, 
die durch die Milchsaurebildung aus Glykogen gekennzeichnet ist, und 
zweitens die der aeroben Phase, bei der die gebildete Milchsaure teils 
verbrannt, teils wieder aufgebaut wird. Es wird nun zunichst weiter 
zu untersuchen sein, welcher dieser Gruppen der die Strahlung be- 
wirkende ProzeB angehért. 


Bereits jetzt ist aber eine Reihe von Anhaltspunktén dafiir vor- 
handen, daB oxydative Vorginge fiir die Strahlenerzeugung eine hervor- 
ragende Rolle spielen. Einer dieser Anhaltspunkte liegt meines Er- 
achtens in der auffalligen Diskrepanz zwischen Knochenmark und 
lymphatischem System. Es ist eine allgemein bekannte Tatsache, 
die auch klinisch weitgehende Nutzanwendung findet, daB das Knochen- 
mark, d. h. die Granulocyten und ihre Vorstufen, oxydasehaltig ist im 
Gegensatz zu den lymphogenen Zellen. Ich glaube, diese Eigenschaft 
des Knochenmarks fiir die Verschiedenheit bei der blutbereitenden 
Systeme verantwortlich machen zu diirfen und hierin einen Hinweis 
auf die Wichtigkeit der Oxydationen zu erblicken; zumal es nach einer 
Mitteilung von Anikin gelang, durch Zusatz von Peroxydase in be- 
stimmter Weise vorbereiteten Gehirnbrei zur Strahlung zu aktivieren. 
Zudem haben Frank und Salkind nachgewiesen, dab befruchtete See- 
igeleier gerade in der Zeit strahlen, in der nach friiheren Versuchen 
von Warburg, eine riesige Steigerung des Sauerstoffverbrauchs statt- 
findet. Die Gurwitschsche Schule hat diese Befunde' bereits in dem 
Sinne gedeutet, daB Strahlung und Oxydationen eng verbunden sind. 
Ich komme nach meinen obigen Ausfiithrungen iiber das Knochenmark 


1 Siehe auch die Untersuchungen von Sorin iiber Strahlung des Blutes, 
Arch. f. Entw.-Mech. 108. 
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zu der gleichen Auffassung. Selbstverstandlich kann dies nur als ein 
wenn auch wichtiger, Hinweis gelten; ein experimenteller Beweis steht 
noch aus. 
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Uber die Ursachen der mitogenetischen Strahlung. 


Ve mm 


Werner W. Siebert. 
(Aus der I. medizinischen Universitatsklinik Berlin.) 


(Eingegangen am 30, August 1928.) 


In der vorangegangenen Arbeit habe ich iiber die mitogenetische 
Strahlung von Arbeitsmuskel, Knochenmark und Tumorgewebe be- 
richtet und im AnschluB daran die Frage aufgeworfen, welche Stoff- 
wechselprodukte oder Vorgiange hierfiir verantwortlich zu machen 
seien. Zur Aufklirung dieser Frage schien mir der Muskel besonders 
geeignet, weil die chemischen Umwandlungen bei seiner Tatigkeit 
weitgehend zu iibersehen sind. Ich habe demgema8 den Froschmuskel 
zum Ausgangspunkt meiner weiteren Untersuchungen gemacht. 

Man kann einen Muskel mittels elektrischer Reizung zur Strahlung 
bringen. LaB®t sich diese Strahlung nun auch hervorrufen, wenn man 
statt des Faradisierens dem strahlungsinaktiven Ruhemuskel Stoffe 
zusetzt, die im Tatigkeitsmuskel in vermehrter Menge oder neu auftreten / 

Von diesen Stoffen steht die Milchsiure im Vordergrund des 
Interesses; schon wegen der groBen Mengen, die bei der Aktion gebildet 
werden, weiterhin aber auch, weil sie in Tumorgeweben eine bedeutende 
Rolle spielt und diese ja gleichfalls zu strahlen imstande sind. Ich 
setzte zunichst dem Ruhemuskel Milchséure in einer Konzentration 
zu, wie sie im gereizten Muskel anzutreffen ist. Dies anderte jedoch 
an dem Verhalten des Muskels nichts; er blieb strahlungsinaktiv'. 
Ebenso war die Zugabe von Phosphorsiure und anderen im Arbeits- 
muskel vermehrten Stoffen (Cholin usw.?) ohne Wirkung. 


1 Als Testobjekt fiir die Strahlung verwendete ich hauptsichlich 
Hefezellen gemaB der von Baron ausgearbeiteten Methode. Hinsichtlich 
ihrer Handhabung verweise ich auf die Arbeit dieses Autors sowie auf 
meine friiheren Mitteilungen. Anderungen der Versuchsanordnung, die 
fiir die hier beschriebenen Experimente nétig waren, sind an den ent- 
sprechenden Stellen im Texte besprochen. 

2 Siehe Geiger und Léwy. 
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Wohl aber gelang es, Strahlungseffekte zu erhalten, weun der 


mit Milchsaiure versetzte ungereizte Muskel im Sauerstoffstrom stand 
Bei diesen Versuchen wurde der Muskelbrei nicht wie friiher in 
Glasréhren, sondern in ein reusenihnliches Instrument gestopft, das 
in Gurwitschs Institut vielfach benutzt und als Kapillarkammer be 
zeichnet wird. Es besteht aus diinnen Glasstabchen, die in einem 
Kreise von 6 bis 8 mm Durchmesser parallel zueinander angeordnet 
sind. Der Abstand von Stiabchen zu Stibchen betrigt etwa | mm; 
es kann also allseitig Luft bzw. Gas an den zu untersuchenden Organbrei 
herantreten. Zur Fixierung der Hefekultur und der Kapillarkammer 
diente mir mein friiher beschriebenes Bestrahlungsstativ. Dieses 
wurde unter eine Glasglocke gestellt, durch die aus einer Bombe ent- 
nommener Sauerstoff in nicht zu starkem Strome hindurchstrich. 
Aus meinen Protokollen gebe ich folgende Beispiele wieder: 


Tabelle 1. 
Induktor: 1 g Ruhemuskelbrei + 0,25 cem einer 0,8°,igen Milchséure! im 
Sauerstoffstrom; Detektor: Hefe; Versuchsdauer: 3 Stunden; Tem- 
peratur: 25°. 











" Sprossungsintensitat der Detektorhefe Sprossungsintensitat der Detektorhefe 
Nr. , uber Nr. eniiber 
an Kontrollen | dem Muskelbrei an Kontrollen pay worn 
: 0 | e 0 bd at) 
1 25 3% 6 20 32 
2 22 33 7 22 33 
3 23 32 8 21 29 
+ 26 32 9 21 28 
5 23 29 10 21 29 





Die alleinige Zufuhr von Sauerstoff zum Ruhemuskel ohne gleich- 
zeitige Milchsaurezugabe erwies sich .als wirkungslos. 

Dieser Befund spricht sehr dafiir, daB der Strahlenerzeugung ein 
OxydationsprozeB zugrunde liegt, und zwar héchstwahrscheinlich dic 
Verbrennung von Milchsiure; und ich glaube annehmen zu diirfen. 
daB die bei der Muskeltatigkeit entstehende Strahlung auf ebendenselben 
Vorgang zuriickzufiihren ist. BekanntermaBen wird ja bei der Aktion 
im Muskel Milchsiure zunachst anaerob gebildet und sodann, in der 
Erholungsphase, zum Teil verbrannt (s. Meyerhof). 

Der elektrisch gereizte Muskel hat allerdings die Zufuhr von reinem 
Sauerstoff nicht nétig, um strahlen zu kénnen. Hier geniigt atmo- 


1 Nach Meyerhojf betrigt der Milchsaéuregehalt tetanisierter Muskeln 
etwa 0,2°. 
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spharische Luft; wahrscheinlich deswegen, weil beim Tatigkeitsvorgang 
hbesondere oxydationsférdernde Katalysatoren aktiviert worden sind. 


Von dieser Vorstellung ausgehend, habe ich versucht, den un- 
gereizten, milchsiureversetzten Muskel in gewohnlicher Luft durch 
Zusatz oxydationsfirdernder Substanzen zum Strahlen zu_bringen. 


Zunachst verwendete ich, allerdings ohne Erfolg, Meerrettich- 
peroxydase und eine Leucocytenoxydase, die mir Herr Dr. Ucko 
freundlichst zur Verfiigung stellte. Dieses negative Ergebnis diirfte 
darauf zuriickzufiihren sein, dab die Wirkung der Ferinente streng 
spezifisch ist (s. Hammarsten). 

Hingegen gliickte es mit Verwendung schwacher Kupferlésungen, 
die bekanntlich ebenfalls oxydationsfirdernde Wirkung haben, zum 
Ziel zu kommen. 

Tabelle 11. 
Induktor: 1g Ruhemuskelbrei + 0,25cem einer 0,8°,igen Milchsiure 
+ 0,25 cem m/200 CuSO,; Detektor: Hefe. Atmospharische Luft ; Versuchs- 
dauer: 3 Stunden; Temperatur: 25°. 














Sprossungsintensitat der Detektorhefe Spr gsi itat der Detektorhefe 
Nr. se geniiber Nr , : gegenuber 
an Kontrollen va. Muskelbrei an Kontrollen dem Muskelbeei 
0 0 ® 0 | ° 0 o ) 
1 21 27 6 1 | " 32 
2 21 27 7 24 38 
3 24 29 8 26 37 
4 27 34 9 30 39 
5 19 24 10 24 30 





Auch dieses Ergebnis spricht fiir die Wichtigkeit von Verbrennungs- 
prozessen fiir das Auftreten der Strahlung. 


Nunmehr untersuchte ich, ob auch ein Verbrennungsmodell, statt 
des Muskelbreies vor den Detektor gebracht, Fernwirkungen hervorruft. 


Als erstes verwendete ich das bekannte Modell O. Warburgs, 
bei dem Oxalsiure an der QOberfliche von Kohle in Sauerstoff 
oxydiert wird. 


Die Kapillarkammer wurde mit einer sehr dicken Kohlesuspension ge- 
fillt. Um zu vermeiden, daB diese wihrend des Versuches auslief, stopfte 
ich die Kammer vorher mit Glaswolle locker aus. Kapillarkammer und Hefe- 
kultur, auf dem Bestrahlungsstativ fixiert, wurden unter die Glasglocke 
gesetzt. Ein durch ihre Decke gehendes spitz ausgezogenes Glasrohr sorgte 
fiir ZufluB von gesattigter Oxalsiure. Durch eine geeignete Tropfvorrichtung 
konnte die Zugabe der Saéure reguliert werden. Mit Hilfe einer Bombe 
wurde in der vorher beschriebenen Weise Sauerstoffstrom hergestellt. Die 
Versuche dauerten 3 Stunden und wurden in einem auf 32 bis 35° geheizten 
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Raume vorgenommen. Spater anderte ich die Versuchsanordnung, inden 
ich die Oxalséure nicht zutropfen lieB, sondern 1,5 g Kohle in 1 cem H,© 
und leem gesittigter Oxalsiure suspendierte und diese Suspension in di 
Kapillarkammer brachte. 


Bei beiden Arten war das Ergebnis positiv: Die der Kapillar- 
kammer gegeniiberliegende Hefe zeigte deutliche Sprossungsiiberschiisse 
gegeniiber den Kontrollen aus anderen vom Modell entfernt liegenden 
Partien der Kultur, wie folgende Beispiele zeigen: 


Tabelle III. 


Induktor: Kohle + Oxalsaéure im Sauerstoffstrom; Detektor: Hefe. 














Sprossungsintensitat der Detektorhefe Sprossungsintensitat der Detektorhefe 
Nr. an Kontrollen Fag pen Ne. an Kontrollen png ww ol 
0 0 0; 0 

0 0 0 0 
1 20 29 6 29 39 
2 22 35 7 24 34 
3 25 33 8 22 29 
4 21 31 9 23 28 
5 29 40 10 21 33 





Nach Warburg und Yabusoe wird Fructose bei Sauerstoff- 
zufuhr in Phosphatgemischen ohne Kohlenzusatz spontan oxydiert 
und zwar besonders im alkalischen Gebiet. Ich habe untersucht, ob 
‘ : , +s ‘ . 
sich auch mit diesem Modell Fernwirkungen auslisen lassen. 


Hierzu wurde 1 ', g Fructose (Lavulose puriss. Merck) mit 1 cem molaren 
Phosphatgemischs, pg 8, in der mit Glaswolle beschickten Kapillarkammer 
bei Sauerstoffstrom der Hefekultur gegeniibergestellt. Temperatur 32 bis 35°. 

Die folgenden Versuchsbeispiele zeigen, daB dieses Modell ebenfalls 
strahlte. . 

Tabelle IV. 


Induktor: Lavulose in Phosphatpuffer, py 8, bei Sauerstoffstrom; Detektor: 











Hefe. 
Sprossungsintensitat der Detektorhefe Sprossungsintensitat der Detektorhefe 
Nr, gegeniber Nr. , gegenuber | 
an Kontrollen dem Modell an Kontrollen dem Modell | 
sf 0 ° 0 ® 0 % , 
= ( 
1 | 23 28 6 27 | 39 
2 21 30 7 to 32 ) 
3 20 29 8 21 34 
4 22 29 9 23 34 . 
5 | 20 27 10 24 35 ' 
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Bei Verwendung eines Phosphatgemisches von py 6.2, bei dem 
nach Warburg und Yabusoe die Verbrennung der Fructose in viel ge- 
ringerem Mabe vor sich geht, waren an der Hefe meist nur geringfiigige, 
hiufig gar keine Ausschlige zu konstatieren. 

Endlich untersuchte ich ein von Willstdtter angegebenes Modell, 
bei dem Pyrogallol unter Zusatz von Meerrettichperoxydase und Wasser- 
stoffsuperoxyd zu Purpurogallin oxydiert wird (s. Bansi und [ cko). 

Etwa 2g Pyrogallol wurden mit 1 cem Meerrettichsaft sowie 1% ecm 
H,O zu einem Brei vermischt und in die mit Glaswolle beschickte Kapillar- 
kammer gebracht. Temperatur 26°. 

Auch mit diesem Modell lieB sich an der Hefe eine Fernwirkung 
nachweisen. 

Versuchsbeispiele. 
Tabelle V. 
Induktor: Pyrogallol + Meerrettichsaft + H,O,; Detektor: Hefe. 














Sprossungsintensitat der Detektorhefe Sprossungsintensitét der Detektorhefe 

Nr. gn Kontrollen freeniiber a ee _gesepiber. 
*lo %o %9 lo 

I 2 29 6 25 33 

2 22 29 7 26 , 35 

3 26 33 8 26 34 | 

4 26 34 9 21 30 

5 25 32 10 21 29 





Wenn es mir nun auch nach dem Ausfall dieser Modellversuche 
nicht mehr zweifelhaft war, daB Strahlenerzeugung und Oxydation 
eng zusammenhingen, so suchte ich dies doch noch durch weitere 
Untersuchungen zu erhirten. 


Bekanntlich hemmt Cyan schon in geringen Mengen die Ver- 
brennungsvorgange. Warburg hat gezeigt, dai dies bereits bei einer 
Cyankonzentration von n/10000 bis n/100000 geschieht. Ist die 
Strahlung an eine Oxydation gekniipft, so muBte bei Zugahe von 
Cyan zu diesem Modell die Fernwirkung auf die Hefe ausbleiben oder 
zum mindesten erheblich geringer sein als bei Verwendung eines Modells 
ohne Cyanzusatz. 


Ich stellte unter einer mit Sauerstoff angefiilltenGlasglocke der gleichen 
Hefeplatte zwei mit Kohle und Oxalsiure beschickte Kapillarkammern 
gegeniiber, die eine mit, die andere ohne Cyanzugabe; die Konzentration 
des Cyans betrug hierbei zumeist n/10000. 
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Tabelle V1. 


Kohlemodell mit und ohne Cyanzusatz gegen Hefe geschaltet. 





Sprossungsintensitat der Detektorhefe 





Nr. an Kontrollen am Modell ohne Cyan am Modell mit Cyan 
0 0 0 0 0 0 
1 27 34 27 
2 29 40 30 
3 29 39 30 
4 24 i 28 
22 29 aes 
6 23 28 24 | Cyan 050009 
7 22 30 23 
5 21 33 20 
9 21 32 21 
10 21 33 24 


Wie die Tabelle zeigt, war an der dem cyanversetzten Model! 
gegeniiberliegenden Hefepartie die Sprossungsintensitat ebenso stark 
wie an neutralen Kontrollstellen, oder nur um ein geringes starker, 
im Gegensatz zu dem deutlichen Ausschlag an der dem Modell ohne 
Cyanzusatz zugewandten Stelle. 

Endlich, zu meinem Ausgangsmaterial zuriickkehrend, untersuchte 
ich, ob Cyanzusatz imstande ist, auch die Strahlung des gereizten 
Muskels und des Tumors zu hemmen. Bei beiden Geweben war dies 
der Fall. 

Die zur Erreichung einer sicheren Wirkung notwendigen Cyan- 
konzentrationen sind aus den nachfolgenden Versuchsprotokollen zu 
entnehmen. 

Tabelle VII. 
Zu priifendes Objekt: a) 1 g gereizter Muskel (Brei) + 0,1 cem Aqua dest., 
b) 1g gereizter Muskel + 0,1 cem n/1000 KCN; Detektor: Hefe; Tem- 
peratur: 25°; Versuchsdauer: 3 Stunden. 











Spre gsintensitat der Detektornefe 

- an Koatrolien suullel chee Oye Muckal mit Cyen 
lo %lo %/o 
1 23 32 24 
2 22 32 22 
3 23 29 25 
4 21 31 23 
5 24 32 23 
6 24 32 27 
7 23 29 24 
8 24 31 23 
9 21 27 23 
10 23 29 29 
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Tabelle VIII. 
Zu prifendes Objekt: a) 1g Jensensarcom (Brei) + 0,1 cem Aqua dest., 
b) 1g Jensensarcom (Brei) + 0,1 cem n/500 KCN; Detektor: Hefe; i'em- 
peratur: 28 bis 30°; Versuchsdauer: 3 Stunden. 





Sprossungsintensitat der Detektorbefe 





wa en Kontrollen Tent cies Cron tos aie Cyen 
0 lo 0 P 0 

1 21 39 22 
2 22 34 28 
3 24 36 24 
4 21 29 20 
5 29 38 31 
6 25 39 26 
7 25 38 28 
8 29 37 30 
9 28 37 31 

10 25 39 80 


Aus diesen letzten Versuchen muB ich folgern, daB auch fiir Muskel 
und Tumorgewebe die Annahme eines engen Zusammenhangs zwischen 
Oxydation und Strahlung zu Recht besteht. 

Sprachen hinsichtlich des Muskels schon die eingangs geschilderten 
Experimente (ungereizter Muskel --- Milchsiure -- Sauerstoff bzw. 
CuSO,) sehr in diesem Sinne, so wird durch den Cyanversuch dies 
noch unterstrichen. Das Cyan hat eine elektiv hemmende Wirkung 
auf die Verbrennungen, die glykolytischen Prozesse hemm+ es nicht 
(s. Meyerhof). Tritt eine Hemmung der Strahlung durch Cyan ein, so 
kommt also hier lediglich der Oxydationsvorgang als Ursache der 
Fernwirkungen in Frage. 

Mit dieser Auffassung weiche ich von Gurwitsch ab. Dieser hat 
nach mir ebenfalls die Strahlung des gereizten Muskels beobachtet 
und fiihrt sie auf die Milchsiurebildung zuriick. Da nun aber die 
Glykolyse von der Cyanwirkung unbeeinfluBt bleibt, so ist, wie ich 
glaube, die Anschauung von der mabgebenden Bedeutung der Milcii- 
siureentstehung uicht berechtigt. Gewil ist es bei der Muskelaktion 
wichtig, daB Milchsiure gebildet wurde. Aber dieser Proze} kann 
fiir die Strahlung nur die Aufgabe haben, das Brennmaterial zu schaffen, 
bei dessen Oxydation dann erst die Strahlung entsteht. Auch fiir das 
Jensensarkom mu8 ich nach dem Ausfall des Cyanversuches annehmen, 
daB die Oxydation maBgebend ist. Was beim Muskel fiir die Rolle 
der Milchsaure gesagt wurde, gilt auch hier. 

Diese Annahme mag zunichst etwas befremden, da seit den grund- 
legenden Entdeckungen Warburgs bekannt ist, daB fiir den Tumor die 
Glykolyse eine iiberragende Bedeutung hat, ja sogar imstande ist, 
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allein die Energie fiir das Weiterwachsen der Tumoren zu liefer 
ohne daB Sauerstoff hinzutritt. 

Geht man von der Annahme aus, da® alles Wachsen auf Strahluny 
beruhe, so ist es unverstindlich, weshalb die Strahlung auf Oxydation 
zuriickzufiihren sein soll, da ja doch gewisse Gewebe anaerob wachsen 
kénnen. Jene Ansicht von der Bedeutung der Strahlung fiir das Wachs 
tum trifft jedoch nicht zu. Ich habe aus spiiter noch ausfiihrlich dar. 
zustellenden Studien sichere Anhaltspunkte dafiir gewonnen, dab bei 
aerob und anaerob wachstumsfahigen Organismen die Oxydation und 
gleichzeitig die Strahlung gehemmt bzw. aufgehoben werden kann 
wahrend das Wachstum ungestiért weiter geht, mit anderen Worten 
daB Strahlungsfahigkeit und Wachstumsfahigkeit so unzertrennba: 
eng nicht miteinander verbunden sind. 

Zu der Frage, ob anderswo auber Oxydationen noch ander 
chemische Umwandlungen als Strahlenspender in Frage kommen 
kann ich mangels eigener Untersuchungen noch nicht Stellung nehmen 
Eine solche Méglichkeit ist durchaus vorhanden. Fir Muskel und 
Jensensarkom — ebenso fiir die beschriebenen Modelle — muB ich jedoch 
nach meinen Ergebnissen die Wichtigkeit eines anderen Prozesses als 
des der Verbrennung in Abrede stellen. 


Am Schlusse dieser Mitteilung méchte ich nicht verfehlen, Herrn 
Laboranten Braun fiir seine wertvolle Mitwirkung bei den Experimenten 
bestens zu danken. 
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Siuerungsversuche mit dem Pilz Aspergillus fumaricus. 


Von 


Reinhold Schreyer. 


(Aus dem bakteriologisch-chemischen Laboratorium der Technischen Hoche 
schule zu Hannover.) 


(Eingegangen am 30, August 1928.) 


A, Einleitung und Versuchsmethode. 


Die Eigenschaften von Schimmelpilzen, Rohrzucker und andere 
Kohlehydrate zu organischen Séuren zu vergiren, ist hinsichtlich der 
Oxal- und Citronersiure [s. Wehmer (19) (20), Currie (8), Elfving (10), 
Butkewitsch (4) bis (7), Herzog und Polotzky (12) u. a.] und neuerdings auch 
der Gluconsaure [s. Molliard (15) (16), Falck und Kapur (11), Bernhauer(2)(3) 
(25) und Butkewitsch (7)| wiederholt bearbeitet worden. 

Obgleich auch Fumarséure mehrfach im Pflanzenreich und bei Pilzen 
vorkommt, war bis vor kurzem nur ein Pilz bekannt, der diese Séure 
experimentell in reichlicher Menge bildet. Uber diesen Pilz, Aspergillus 
fumaricus, berichtete C. Wehmer (22)'. Schon F. Ehrlich (9) wies friiher in 
Kulturen von Rhizopus nigricans geringe Mengen Fumarséure nach (3,1 ¢ 
Fumarséure aus 100g Invertzucker). Neuerdings wurden von Takahashi 
und Sakaguchi (18) iibel eine Sauregérung Angaben gemacht, nach denen 
die Verfasser mit einer Rhizopusart bis zu 39°, Fumarséure des angewandten 
Rohrzuckers gewannen. Wehmer erhielt aus 100 ¢ Rohrzucker als Héchst- 
ausbeute 63,5 g¢ Fumarsdéure neben wtwas Citronensdure. 

Zweck meiner Arbeit war es, die Girung des Aspergillus fumaricus 
niher zu verfolgen: der Einflu8 der Temperatur, der C- und N-Ver- 
bindung, des Absattigungsmittels und andere Fragen sollten bearbeitet 
werden. 

Zu den Versuchen wurde die Rasse 1 aus der Mykologischen 
Sammlung der Technischen Hochschule zu Hannover benutzt. 

Gearbeitet wurde, wenn nicht besonders vermerkt, bei 20 bis 23°C 
im Thermostaten mit fertigen, frisch ausgebildeten Pilzdecken, die stets 
auf Nahrlésungen mit einem Gehalt von 15°, Rohrzucker, 0,5°,, Ammonium- 
nitrat, 0.25% priméren Kaliumphosphat und 0,12°, Magnesiumsulfat 
gewachsen waren. Als KulturgefaBe dienten teils Jenaer Erlenmeyerkolben 
von 150 bis 300 cem Inhalt, teils groBe Doppelschalen von 1000 cem Tnhalt 


1 Auf die neuerliche Mitteilung von Wehmer (diese Zeitschr. 197, 
418, 1928) konnte hier nicht eingegangen werden, da vorliegende Arbeit 
zu der Zeit bereits abgeschlossen war. 
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und 300 qem Grundfliche. Ich bekam dadurch die Méglichkeit, mit groBer 
Garlésungsmenge in niedriger Schicht (14% bis 2 em) arbeiten zu kénnen. 

Unter die 7 Tage nach der Sporenimpfung fertig ausgebildeten jungen 
Pilzdecken wurden nach Abspiilen der letzteren mit sterilem Wasser vor- 
sichtig die jeweiligen sterilen Versuchslésungen gebracht. 


B. Versuchsergebnisse. 
Anderung des Stoffwechselproduktes des Pilzes. 

Nachdem schon in einer Diplomarbeit tiber Aspergillus fumaricus 
im Sommer 1922 festgestellt wurde, daB in peptonhaltigen Rohrzucker- 
versuchen neben der Fumarsaure in gleichen Mengen die Citronensiure 
und in harnstoffhaltigen Versuchen nur die Citronensiure auftritt, 
zeigte der Pilz in meinen Versuchen die ahnliche Veranderung hin- 
sichtlich seines Stoffwechselproduktes in noch verstirktem MabBe.- 
Wiahrend im Jahre 1924 noch einige Versuche mit Rohrzuckerlésung 
(meist ohne Zusatz von Nahrsalzen) noch ziemlich reichlich Fumar- 
siiure neben gleicher Menge Citronensaure lieferten, blieb die erstere 
plitzlich ganz aus und der Pilz war ein ausgesprochener Citronensaure- 
bildner geworden. Auch die Menge der gebildeten Saure war nur noch 
ein geringer Teil der friiheren und nahm noch standig ab, denn gewann 
Wehmer friiher aus seinen Versuchen bis 63,5°,, Fumarsiure des an- 
gewandten Zuckers, so betrug meine Héchstausbeute an Citronen- 
siure nur 10 bis 13°,. Dazu kommt allerdings, wie spaitere Versuche 
zeigen, in jungen Ca-Carbonatkulturen bis 25,5°,, Gluconsaure, doch 
iibersteigt die Summe dieser beiden Saéuren nebeneinander nicht 30°. 
da die Citronensiurebildung nicht der Gluconsaurezersetzung gleich- 
kommt. 

Ich versuchte, durch ein fortwaihrendes rasches Weiterimpfen von 
einem Malz-Agar-Réhrchen auf das andere den Pilz wieder zu seiner 
friheren Garfahigkeit heranzuziichten, und bekam auch noch einmal 
eine Decke, die mir Fumarsiure lieferte (Versuch 7, Tabelle I). Leider 
bildete die Agarkultur kaum Sporen, so dab eine zweite Impfung 
keine Decke lieferte. Auf Kartoffel iibergeimpft, bildeten sich reichlich 
Sporen, aber Decken von dieser Kultur lieferten keine Fumarsaure 
mehr. Auch eine mir auf meine Bitte von Herrn Prof. Newberg, aus 
dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie zu Berlin stammende, 
freundlichst iiberlassene Kultur einer friiheren Abimpfung vom 
hiesigen Asp. fumaricus bildete nur noch Citronen- und keine Fumar- 
siure mehr. 

Eine Erklirung fiir diese Anderung des chemischen Verhaltens 
des Pilzes ist schwer zu finden, dieselbe hangt aber wohl mit einem 
..Degenerieren™ infolge der langen Fortzucht in Laboratoriumskulturen 
zusammen, wie ja auch Verluste gewisser Eigenschaften bei Bakterien 
seit langem bekannt sind. 
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I. CaCO, als Absittigungsmittel. 
a) EinjluB der N-Verbindung. 


Die Tatsache, daBS in vorstehend erwihnter Diplomarbeit nur 
peptonhaltige Rohrzuckerlésungen Fumarsaure neben Citronensiure 
lieferten, wihrend harnstoffhaltige von ersterer Siure nichts er- 
brachten, veranlaBte mich, verschiedene N-Quellen hinsichtlich ihres 
Einflusses auf die Garung zu untersuchen. Ich gab zu den reinen 
15°. igen Rohrzuckerlésungen Zuschlige von je |.,°,, Pepton, Harnstoff. 
Ammoniumnitrat, Kaliwmnitrat, Glykokoll, Asparagin oder T yrosin, 
aber nur je ein pepton- und ammoniumnitrathaltiger Versuch lieferten 
geringe Mengen Fumarsaure neben reichlich Citronenséure. Alle anderen 
erbrachten in der Hauptsache Citronensiure, daneben Gluconsiiure 
und Oxalsiure. Erst als ich jegliche N-Quelle weglie} und reine Rohr- 
zuckerlésungen unter die Decken brachte, erhielt ich reichlicher Fumar- 
siure neben Citronensdure, bis erstere auch hier giinzlich verschwand. 
Die Menge der Gesamtsaure in den Versuchen ohne Fumarsiuregiirung 
war unabhingig von der N-Quelle, jedoch scheint Tyrosin die Bildung 
der Citronensiiure zu beschleunigen. In Garlésungen ohne N-Zusatz 
dagegen war die Siureausbeute bei laingerer Girdauer bedeutend 
gréBer. Dies kann aber nur von den Versuchen behauptet werden, in 
denen die gebildete Siure durch Carbonate gebunden wurde, denn hier 
regten die N-Zusitze die Pilzdecke zum Weiterwachsen in die Dicke 
an und viel: Zucker ging fiir die Siuerung verloren, wahrend in Ver- 
suchen ohne Absiattigungsmittel die angehaufte freie Saiure anscheinend 
ein Weiterwachsen der Pilzdecke hemmte. 


b) EinfluB der C-Quelle. 
Aldehyd- und Ketonalkohole. 


Es wurden verschiedene Zucker mit 3, 5, 6, 12 und mehr C-Atomen 
hinsichtlich ihrer Vergarbarkeit durch den Pilz untersucht. Auch hier 
trat wieder die plitzliche Anderung des Pilzes scharf zutage. Wahrend 
1924 saimtliche angewandten Zucker nur Fumar- und Oxalsiure 
lieferten, war 1925 in allen Versuchen mit denselben Stoffen die Fumar- 
siure verschwunden und an ihre Stelle die Citronensiure getreten. 
Die Gesamtsiuremenge war wieder bedeutend geringer als im Vorjahre. 

Glycerose lieferte nur wenig Citrat. 

Die Pentosen X ylose und Arabinose, die fiir die alkoholische Garung 
nicht in Frage kommen, wurden glatt vergoren, lieferten aber bedeutend 
mehr Fumarsaure als spiter Citronensiure. Die Vergirbarkeit der 
Arabinose zu Citronensiure hatte schon Butkewitsch (6) nachgewiesen. 

Von den Hexosen vergoren Fructose und Galaktose sehr gut zu 
Fumarsaure, wihrend sie im folgenden Jahre (besonders Galaktose) 
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in der Vergirung zu Citronensaure hinter Glucose weit zuriickblieben 
Gemische von Glucose und Fructose, Glucose und Galaktose, sowie aller 
drei Zuckerarten hielten die Mitte. Die geringe Vergirbarkeit de: 
Galaktose zu Citronensaure ist in diesem Falle der alkoholischen Ver- 
girung analog. Mannose wurde 1924 nur zu Oxalsaure, spiter nur zu 
Citronensiure vergoren, die Ausbeute kam der der Fructose gleich 


Die Biose Saccharose wurde hier nicht mehr untersucht, dagegen 
Lactose und Maltose. Das Verhalten des Pilzes ersterer gegeniiber 
steht im vollkommenen Gegensatz zu dem des Asp. niger. Wahrend 
letzterer die Lactose nicht anzugreifen vermag, vergor sie mein Pilz 
glatt, und zwar das erstemal nur zu Oxalsiure, das zweitemal zu 
Citronensiure. Die Siureausbeute betrug allerdings nur ein Fiinftel 
von der der Glucose. Die Vergirung der Maltose ging nur langsam 
vor sich, denn nach 60 Tagen war noch 3!.mal soviel Gluconat als 
Citrat im Versuch vorhanden. Die Saureausbeute kam der der Glucose 
am nachsten. 

Von den untersuchten Polyosen sei besonders Inulin hervor- 
gehoben, das sehr gut zu Fumarséure vergoren wurde (was wegen 
seiner Verwandtschaft mit der Fructose nicht verwundert), aber spater 
keine Citronensiure lieferte. Desgleichen konnte ich bei Starke und 
Dextrin nur Verzuckerung, aber keine Citronensaiure in Substanz 
nachweisen. 

In simtlichen Versuchen befand sich in der Garfliissigkeit ein 
Ca-Salz gelést, das nur in den Glucose- und Maltoseversuchen als 
Ca-Gluconat identifiziert werden konnte. Ob auch in den anderen 
Versuchen zuerst Gluconsiure oder aber die Oxydationsprodukte der 
jeweiligen Zucker gebildet werden, muB dem Ergebnis weiterer For- 
schungen iiberlassen werden. 


Alkohole. 


Im Gegensatz zum Asp. niger [s. Amelung (1)] und Citromyces- 
arten [s. Mazé und Perrier (14) und Wehmer (21)], die aus Glycerin 
Citronensiure in reichlicher Menge bilden, lieferte Asp. fumaricus nur 
geringe Spuren Citronensiure. Wahrend ein Versuch viel Oxalsaure 
enthielt, befand sich in einem anderen einiges geléstes Ca-Salz, das 
aber nicht als Ca-Gluconat identifiziert werden konnte. Es scheint 
hier die gleiche UnregelmaBigkeit vorzuliegen wie bei einer Asp. niger- 
Rasse, die bei Suhr (17) nur Oxalsiure, bei Amelung (1) dagegen auch 
Citronensaure lieferte. 

In einem Géirversuch mit Erythrit konnte ich keine der fraglichen 
Sauren feststellen, sonacti nur geringe Mengen eines meist in Lésung 
befindlichen Ca-Salzes, das nicht zu identifizieren war. 
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Mannit wurde glatt zu Citronensdure vergoren, vgl. Vergarbarkeit 
lurch Asp. niger [Butkewitsch (6) und Amelung(1)]. Die Ausbeute 
war etwa die Halfte der der Mannose. 

Athyl- und Hexylalkohol, sowie Athylenglykol und Arabit wurden 
vom Pilz nicht vergoren. 


Organische Sauren. 


Diese Versuche sollten hauptsachlich zur Klarung der Frage nach 
den Zwischenprodukten der Fumar- und Citronensduregirung dienen. 
Da eine Fumarsaurebildung durch den Pilz nicht mehr stattfand, 
war eine Aufklarung nach dieser Richtung hin ziemlich aussichtslos. 
Es wurden Salze verschiedener organischer Siuren mit vier C-Atomen 
unter Pilzdecken gebracht, aber weder Bernstein-, noch Apfel-, noch 
Weinsdure lieferten Fumar- oder Citronensiure. AuBer einem Malat- 
versuch, der das Salz einer nicht identifizierten Saure enthielt, lieferten 
alle Versuche nur Oxalat und Carbonat. Die Bildung von Citronenséure 
war wenig wahrscheinlich, nachdem ahniiche Versuche von El/fving (10) 
und Butkewitsch (4) auch negativ verlaufen waren. 

Weiterhin wurden dem Pilz Salze der Zucker-, Malon-. China-, 
Ameisen-, Milch-, Brenztrauben- und Glycerinsdure geboten, aber nur 
die letzte Saure lieferte wenig Citronensiure, wihrend alle anderen 
organischen Salze gleich zu Carbonat oder Oxalat verarbeitet wurden. 
Citronensdure wurde vom Pilz nur wenig zu Oxalsaure zersetzt, dagegen 
Fumarsdure reichlich. Zwei Fumaratversuche lieferten beim Abbrechen 
durch Zusatz von CaCl, ein Ca-Salz, das aus der ammoniakalischen 
Lisung erst nach langem Kochen ausfiel, eine Eigenart des Ca-Malats 
.1 H,O. Zwei CaO-Bestimmungen des Salzes ergaben 29.4 bzw. 29,7 °,,, 
Zahlen, die mit dem CaO-Gehalt von 29,5°,, des Tri-Ca-Citrats .4 H,O 
sowohl wie des neutralen Ca-Malats . 1 H,O ziemlich iibereinstimmen. 
Die Denigésreaktion auf Citronensaiure (s. Anhang) verlief negativ. 


Angeregt durch Arbeiten von Falck und Kapur (11), Bernhauer (2), 
Butkewitsch (6), (7) und Wehmer (23), sowie durch die Tatsache, dab 
in meinen Rohrzuckerversuchen neben der Cifronen- immer auch die 
Gluconsdure auftauchte, priifte ich Ca-Gluconat (Kahlbaum) auf seine 
Umwandelbarkeit zu Citronensiure durch Asp. fumaricus*. Wahrend 
Versuche mit 10°, igen negativ verliefen, erhielt ich aus 15°,igen 
Lésungen reichliche Ca-C itrat-Ausscheidung, doch muB es, in Anbetracht 
der geringen prozentischen Ausbeute an Citrat (18 bis 20°, des an- 
gewandten Gluconats) und der Tatsache, daB neuere Versuche mit 


1 F. Ehrlich, Chem. Ber. 52, 63, 1919, fand auch Apfelsiure in seinen 
Zuckerversuchen mit Rhizopus nigricans. 
2 Vel. ebendaselbst 58, 2647, 1925. 
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15°, igen Ca-Gluconatlisungen im  hiesigen Laboratorium  wiede: 
negativ verliefen, zweifelhaft bleiben, ob Gluconsaure tatsachlich 
unbedingtes Zwischenprodukt bei der Citronensaiuregarung oder ob sic 
nicht Nebenprodukt ist. 


ce) Wirkung der Lujtzujuhr und dauernden Bewegung. 


Nachdem bereits friiher von Wehmer (24) und Elfving (10) Ver. 
suche dieser Art gemacht worden sind, die keinen EinfluB der Luft. 
zufuhr und dauernden Bewegung auf die Saurebildung ergaben, be. 
zweckte ich mit diesen Versuchen auch ein Entfernen der auf den 
Pilzdecken lagernden Kohlensiure und ein schnelles In-Beriihrung. 
bringen der gebildeten Saiure mit dem auf dem Boden des Gefibes 
liegenden CaCO,, wodurch sich vielleicht ein Erhéhen der Saureausbeute 
erzielen lie}. Durch Glasréhren, die durch die Pilzdecken bis auf den 
Boden der GefaBe fiihrten und dort in vier Diisen ausliefen, wurde 
mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe Luft hindurchgesaugt, derart,. 
da aus den feinen Diisen eine kontinuierliche Blasenbildung erfolgte. 
die die Garfliissigkeit standig in Bewegung hielt und das gebildete CO, 
entfernte. 

Beim Abbrechen der Liiftungs- und ihrer Vergleichsversuche 
zeigte sich tatsichlich in ersteren eine drei- bis vierfach héhere Gesamt- 
sduremenge als in den letzteren. Wahrend in den Liiftungsversuchen 
die gebildete Citronensiure die der Vergleichsversuche fast erreichte, 
enthielten die letzteren vier- bis sechsmal soviel Gluconsdure als die 
ersteren. 

Die dauernde Bewegung hatte anscheinend die gebildete Glucon- 
siiure vor der Weiterzersetzung geschiitzt, denn da$ der Pilz auch gern 
Saiure neben Zucker zersetzt, hatte mir schon ein friiherer Versuch 
(s. Tabelle VIII) gezeigt. Eine andere Erklarung fiir die hdhere Gesamt- 
siureausbeute in den Liiftungsversuchen kann natiirlich auch in dem 
Entfernen des CO, gesehen werden unter gleichzeitiger Sauerstoff- 
zufuhr, welch letztere fiir Lebens- und Sauerungstatigkeit fiir den Pilz 
von Nutzen war. 


II. BaCO, als Absittigungsmittel. 


Bei diesen Versuchen war damit zu rechnen, dab das Wachstum 
und Siuerungsvermégen des Pilzes stark beeintrachtigt oder gar ganz 
vernichtet werden wiirde. Denn bekanntlich sind Ba-Salze fiir viele 
héhere und niedere Organismen schidlich, verhindert doch z. B. 1°, 
Ba(NO,), das Wachstum von Rhizopus. Es zeigte sich aber, da weder 
Wachstum noch Siuerungsvermégen des Pilzes durch das BaCO, 
erheblich gestért worden waren; denn eine Sporenaussaat lieferte mir 
nach 11 Tagen (gegeniiber 7 Tagen bei CaCO,-Versuchen) eine sehr 
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gute Decke und die Sduerung entsprach fast der der CaCO,-Versuche. 
Kin Versuch aus dem Jahre 1924 mit Rohrzuckerlésung ohne Zusatz 
von Nahrsalzen lieferte mir auch Fumarsdure. 


Ill. Vergleich von CaCO, und BaCO, als Absittigungsmittel. 


Es wurde durch sukzessives Abbrechen von Versuchen sowohl 
des einen wie des anderen Absattigungsmittels wahrend des Garungs- 
vorganges ein gleichzeitiger Einblick in den Verlauf beider Gairungen 
gewonnen. 

Alle Versuche enthielten wieder nur Glucon- und Citronensdure. 
Die CaCO, -Versuche zeigten ein allmahliches Steigen des Gehalts an 
Gluconat bis zum 27. Tage, von welchem Tage an er ebenso allmahlich 
fiel. Am 57. Tage waren noch erhebliche Mengen Ca-Salz in Lésung. 
Der Gehalt an Citronensaure stieg noch viel langsamer und das Maximum 
der Citronensiureansammlung war am 57. Tage noch nicht erreicht. 

In den Ba-CO,-Versuchen war das Maximum der Gluconsiiure- 
ansammlung schon am 17. Tage erreicht, es bildete aber nur ein Sechstel 
des der CaCO,-Versuche. Die Citronensiurebildung ging hier auch 
rascher vor sich, denn in 37 Tagen hatte ich hier die gleiche Menge wie 
in den CaCO,-Versuchen nach 52 Tagen. 

Ubrigens bildet das geringe Vorhandensein des Ba-Gluconats 
keinen Beweis dafiir, daB die Gluconsiure kein Zwischenprodukt bei 
der Citronensduregirung ist, denn der Pilz mag das ihm etwas schidliche 
Barium (in Form des gelésten Ba-Gluconats) durch sofortige Weiter- 
verarbeitung der Gluconséiure zu Citronensiure von sich fernzuhalten 
suchen. 

Fiir eine Garung, bei der es nur auf die Gewinnung der Citronen- 
siure ankommt, ware mithin BaCO, als Absittigungsmittel dem 
CaCQ, immer vorzuziehen, denn in nahezu zwei Drittel der Zeit habe 
ich fast die gleiche Sauremenge wie in den CaCQO,-Versuchen. 


IV. Siureansammlung ohne Absittigungsmittel. 
a) EinfluB der Temperatur. 


Bestimmungen tiber den Einflu8B der Temperatur auf das Siuerungs- 
vermégen des Pilzes lagen bislang nicht vor. 

Ich habe Versuche bei verschiedenen Wirmegraden gemacht, 
dabei wurden 15°, ige Rohrzuckerlésungen ohne sonstigen Nihrstoff- 
zusatz verwandt und in Intervallen die Ansiuerung mit n/10 NaQH- 
Lisung festgestellt. Die Art der gebildeten Siaure wurde hier nicht 
genauer verfolgt, die Berechnung geschah auf Citronensaure. 

Es ergab sich, daB die Aziditaét etwa 0.62°,, Citronensiure nicht 
iiberstieg; dies Maximum wurde nur bei mittleren Temperaturen 
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(17 bis 22°) erreicht, und zwar bei 20 bis 22° nach 17 Tagen, bei 17' 
erst nach 22 Tagen. Im ersteren Falle fiel die Ansiuerung dann rasc), 
ab, so daB 10 Tage spater nur noch etwa ein Drittel der Saure vorhanden 
war, und nach weiteren 5 Tagen nur noch Spuren (0,08°,). Bei 17° 
nahm die Ansiuerung langsamer ab und nach 32 Tagen waren noch 
0,31°,, Saure vorhanden. Unterhalb 1 und bei 35 bis 4° war dic 
Ansiiuerung, wie zu erwarten, unbedeutend, wahrend die Zahlen bei 
24 bis 26° anscheinend an einem unbekannten Fehler leiden, denn auch 
hier fiel die Ansiuerung auf die Halfte des Maximums und weniger 
herab. Offenbar wurde — Gleichheit der Decken angenommen 
mit steigender Temperatur die Siure schneller wieder zersetzt oder 
iiberhaupt nicht gebildet. Vielleicht waren aber die Pilzdecken nicht 
vergleichbar, denn es ist nicht recht verstindlich, daB der Versuch 
24 bis 26°) bei der wenig héheren Temperatur als der Versuch 
(20 bis 22°) nur die Halfte der Saiuremenge ergab. 


b) Rolle der Ndhrsalze. 

Versuche in dieser Richtung lagen bislang auch nicht vor. 

Es wurden wieder 15°,ige Rohrzuckerlésungen verwandt, zu 
denen diesmal die verschiedenen Niahrstoffzuschlage kamen. Die 
Temperatur wurde immer zwischen 20 bis 23° gehalten und die An. 
siiuerung wieder in Intervallen mit n/10 NaOH festgestellt. Die Be. 
rechnung geschah auch hier auf Citronenséure. 

Es zeigte sich, daB das Maximum der Saureansammlung meist 
am 17. Tage erreicht war, und zwar betrug es im Kontrollversuch ohn: 
Néhrsalze wieder 061°. In dem Kolben mit Pepton — KH, PO, 
sowie KH, PO,+ MgSO, und KH, PO, allein betrug das Maximum 
an diesem Tage /,0°,, Saure. 

Wahrend MgSO, allein nicht giinstig zu sein scheint (Maximum 
nur 7,28°,, Saiure), erreichte ich bei Pepton — MgSO, 1,52°, Saure 
Pepton allein brachte mir schon nach 12 Tagen 0,8/°, Saure. 

In diesen sieben Versuchen nahin nach dem 17. Tage die Aziditat 
rasch ab, so daB sie am 32. Tage Null betrug. 

Nicht recht verstandlich ist mir ein achter Versuch mit Pepton 

KH, PO, MgSO,, der erst nach 27 Tagen 1,07°, Saure lieferte 
und nach 32 Tagen noch 0,78°,, Saure enthielt. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dab auber MgSO, allein 
jeder Nihrstoffzusatz auf die Saiuerung des Pilzes fordernd wirkt. 


V. Der Chemismus der Saurebildung. 
a) Fumarsdure. 


Da eine Fumarsiurebildung aus Zucker durch den Pilz nicht mehr 
stattfand, etwaige Zwischenprodukte der Garung also nicht mehr 
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festgestellt werden konnten, ist es schwer, iiber den Chemismus der 
Fumarsaurebildung etwas auszusagen. Ob nach (/ottschalks! Versuchen 
mit Rhizopus nigricans die Brenztraubensiure als Zwischenprodukt 
auch bei der Rohrzuckervergirung anzusehen ist, bleibt zweifelhaft, 
da in Rohrzuckergirversuchen weder mit Rhizopus nigricans noch 
mit Asp. fumaricus je die Brenztraubensiure nachgewiesen wurde. 
Eher wahrscheinlich ist die Bildung der Fumarsiure tiber die A pfelsdure 
unter Wasserabspaltung, wie ja auch das Vorhandensein der letzteren 
in den Rohrzuckerversuchen Ehrlichs? mit Rhizopus nigricans vermuten 
laBt. : 
b) Citronensdure. 

Nach Fertigstellung vorstehender Arbeit erschien von Walker, 
Subramaniam und Challenger® eine Mitteilung, worin die Verfasser 
feststellten, da8 durch Vergirung der von ihnen friiher angenommenen 
Zwischenstufen des Ubergangs Glucose — Citronensiure—Oxalsaure die 
Annahme gestiitzt wird, wonach der Abbau der Glucose iiber Glucon- 
siure, Zuckersdure, B-y-Diketoadi pinsdure, Citronenstiure, Acetondicarbon- 
sdure, Malonsdiure — Essigsdure, 2-Essigstiure, Glykolsdure, Glyoxyl- 
sdure zur Ovalsdure fihrt. Dabei bleibt die Frage offen, warum es 
nicht immer gelingt, mit Hilfe der fraglichen Pilze aus Glucon- und 
Zuckersaure Citronensiure zu bilden, warum nur héchstens 20°, der 
angewandten Gluconsiure zu Citronensiure umgewandelt wird und 
warum in den BaCQO,-Versuchen trotz des geringen Vorhandenseins 
von Gluconsaure die gleiche Menge Citronensaure wie in den CaCO,- 
Versuchen erscheint. Desgleichen bliebe nachzupriifen, ob das lisliche 
Ca-Salz der Versuche mit den ibrigen Zuckerarten und mit Glycerin 
auch Ca-Gluconat ist. 


C. Zusammenstellung der Versuche. 
a) EinfluB der N-Verbindung. 


Die Versuche bis 100cem Garlésung wurden in Erlenmeyerkolben, 
die tiber 100cem Garlésung in groBen Doppelschalen vorgenommen. 
CaCO,-Zusatz betrug 50°, des angewandten Zuckers. Hier und in den 
folgenden CaCO,-Versuchen wurde grobkérniges und kristallinisch ge- 
falltes Calciumearbonat oder feine Schlemmkreide verwandt. Die beiden 
ersteren lieBen sich leicht sterilisieren, lagen aber schwer auf dem Boden 
der KulturgefaéBe, die Schlemmkreide war voluminés, aber nur durch 
Erhitzen unter Druck steril zu bekommen. Die Garkolben oder -schalen 
wurden jeden Tag ein paarmal vorsichtig gedreht, damit die unter der 
Decke gebildete Séure mit dem CaCO, in Beriihrung kam. CO,-Bildung 
erst nach 10 bis 14 Tagen. Die Gardauer war bei 20 bis 23°C meist 8 bis 
10 Wochen. 


' Zeitschr. f. phys. Chem. 152, 136 bis 143, 1926. 
2 Chem. Ber. 52, 63, 1919. 
8 Journ. Chem. Soc. London 1927, S. 3044 bis 3054. 
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Tabelle I. 


Rohrzuckerversuche mit Fumarsaéuregérung. 








Nr, com H,0 
; g Zucker 


600 
99 
600 
120 
100 
15 
100 
1D 
- 40) 
Ho 
600 
120 
- 500 


75 


bo 


~ 


Zu Tabelle I. 


Fumar- 


Nahrsalze saure 


L5¢ Pepton 
( Meyer) 
L5g¢ 
NH,NOs 


Ca-Citrat Noch 
(Citronens vorhandener 
saure) Zucker 
£ "lo 
32.4 
) 
(11,94) rl 
31,3 
a 0), 
(11,53, 4 
- 0,7 
--- 0.6 
9.51 
(3,50) 0,8 
19,70 - 
(7,26) 0,0 
14.5 
= ¢ } 
(5,34) 0,1 


Gamestation | Grsdeuer? 
angewandten 
Zuckers Tage 
17,64 82 
12,86 70 
17,30 51 
27.7 51 
25.85 49 
21,38 68 
16,79 100 


In allen Versuchen waren beim Abbrechen auber de: 


Ca-Citratkiigelchen auf dem GefaBboden grobe, mit CaCO, und Ca-Citrat 


verunreinigte Kristallkonglomerate oder ein leichter, flockiger Niederschlag 


von Ca-Fumarat zu sehen. 


Tabelle 


Il. 


Rohrzuckerversuche ohne Fumarsauregarung. 





,_ comH,O 

Nr. g Zucker 
600 
l 100 
9 || 100 
= 15 
e 600 
3 9) 
300 
4 60 
. 600 
5 9) 
. 300 
°! 60 
- 600 


Ca. Cas 
Gluconat Oxalat 
Nahrsalze (Glucons (Oxals 
“ ; saure) saure) 
2 g 
2g Pepton (Meyer) 
10g KH, PO,, 
05¢ Mg SO, 
1,5 ¢ Pepton (Meyer) — 
1.5g¢ Pepton (Meyer) - — 
zp — 77 - 
15g Pepton Witt (3.37) 
15¢ Harnstoff — -— 
- ' 1,9 1,8 
15¢ Harnstoff (0.88) (1.55) 
ji . : 0,83 
Log NHANOs; _ (0:72) 


Ca-Citrat 
(Citronen: 
saure) 


31.5 
(11,60) 
2.91 
(1,07) 
17.8 
(6,56) 
14,4 
(5,30) 


19,1 
(7,04) 
16,7 
(6,15) 
16,4 
(6,04) 


Noch 
vorhans 
dener 
Zucker 


Gesamt- 
Saure Gar. 
o des ‘ome 
anges 
wandten 
Zuckers .. 
Tage 
11,60 4s 
7.13 33 
7.29 74 
14.45 652 
7.82 H4 
14.23 52 
7.51 67 


a 





el 
at 
ay 


at. 
Jer 


A) 


tw 
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Tabelle II (Fortsetzung). 





Cas Ca> 2 a Noch Gesamt- 
cmH.O Gluconat Ovxalat 7 vorhan- oO, dk ¢ Gar 
© 2 ; slucons Oxal- "i « = le GE 
g Zucker Nabreaise yma) p> se saure) aw = anges uae 
wandten 
Zuckers . 
r £ z %o Tage 
109 ia . . 0.88 3.5 , 9 - 
S 15 05g NH,ANO, (0/39) -— (1.29) 03 11.20 8 51 
690 7 — 22.3 ‘ ‘ 
9 90 L5¢ KNO, —_— — (S21) OA 912 83 
” 600 . “a 26.1 . ag 
1 99 15g Gly kokoll (9.61 ) 0.4 10.68 9S 
600 0.75 18.3 9 - 
i1 90 15g Asparagin (065) (6.74) 0,1 8.21 87 
F 300 . ; 1,55 12,1 . — 

12 60 15g Asparagin (0:68) - (4.46) 0,06 857 94 
400 ; fee 21,9 . — 
13 60 2.0¢g Tyrisin — (8.07) 0,8 1345 48 
SO) 4,2 1,1 ) . 

4 12 (1,84) oar 29 18,75 67 
‘ 30 12.3 9,4 m oe) 
15 |) 60 - (538) — (846) % 14,73 52 
600 18.43 3.55 > > 
10 | 90 : (8,96); ~~ | (1,81) 10,41 | 3 


Zu Tabelle II. Beim Abbrechen zeigten alle Versuche auf der Unter- 
seite der Pilzdecke, auf dem Boden der GargefiBe und an den Glaswandungen 
typische Krusten aus kleinen Ca-Citratsphariten, sowie an den Mycelfiden, 
die von der Dedke in die Lésung hingen, den sehr feinen kristallinischen 
Behang von Ca-Oxalat. 


b) EinfluB der C-Quelle. 


Samtliche Versuche in Erlenmeyerkolben. Keine Nahrsalze. Tem- 
peratur 20 bis 23°C. In den Versuchen mit Saéuren als C-Quelle wurde 
alle 5 Tage auf Citronen- und Fumarsaure gepriift. 


Tabelle III. 
Garversuche mit Kohlehydraten auBer Rohrzucker. 





1924. 
ow . Gesamt- G 
: xala ™ séure hare 
Ne, || “2 C-Quelle eanentouns COxale Foam Ur, dauer 
saure) (C.Quelle der angew. 
com g g C-Quelle Tage 
1 20 38g Arabinose 0.64 0,31 30.33 58 
. ’ (0,27) ’ 
2 2 | 8g Xylose 0,61 0,74 4167 68 
* a a . (0,64) ’ 
0,39 ; 


3 20 3g d-Glucose 0,60 (0.34) +4. 31,33 65 
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Tabelle III (Fortsetzung). 


R. Schreyer: 





* Mit n/10 NaOH titriert und auf Fumarsaure berechnet. 


Nr. H,0 
ccm 

4 20 
D 20 
6 20 
7 20 
s 40 
9 20 
10 0 
11* 530 
Fumarsaure. 


In den Versuchen Nr. 1, 


C-Quelle 


3g d-Liavulose 


3g Mannose 
3¢ Galaktose 
3g Lactose 
6¢ Maltose 


3¢ Inulin 


5g losl. Starke 


5g Dextrin 


Fumarsaure 


53,75 n LO NaOH 


23,50 n/1O NaOH 


brauner Bodensatz erkennbar. 


Tabelle IV. 


0.74 


031 


O14 


Cas 
Oxalat 
(Oxal- 

saure 


0,52 
(0,45) 
1,47 
(1,27) 
1.16 
(1.09) 
O86 
(0.74) 
0,27 
(0.23) 
0,97 
(0.84) 


Reaktion 


Gesamt- 
saure 
= 0 


auf = “le 
C-Quelle der angew. 


leem n 10 NaOH = 0,005 . 


C-Quelle 


Garversuche mit Kohlehydraten auBer Rohrzucker. 


1925. 


Gar- 


daue: 


Tage 


69 


2, 3, 4, 6 und 9 war das Fumarat als leichter 





Ne. H,O 
com 

1 O 
2 BO 
3 DO 
4 200 
5 a) 
6 40 


C.Queile 


je 4g 
d-Glucose, 
d-Fructose 
je 4g 
d-Glucose, 
Galak tose 
je 2,5¢ 
d-Glucose, 
d-Fructose, 
Galaktose 


30 g d-Glucose 


752 
d-Fructose 


6g¢ Mannose 


roy Ca-Oxalat Ca-sCitrat Noch vor Guam, 
(Glucons (Oxale (Citronens handene om 
sdure ber.) S@ure) sdure) C-Quelle 4). oneee. 
a 2 8 0 C-Quelle 
1,06 1,69 - 
(0,46) (0,62) 0.4 13,50 
1.65 1.09 
(0,72) - (0.40) 1,0 14,00 
1,03 1.15 a ; 
(0,45) i. (0.42) 0,26 11.60 
7,39 7,60 , 
(3,23) (2.80) 0.1 20,10 
0,78 1.31 ; " 
(0,34) alk (0.48) 0.6 10,93 
0.64 101 9 2 
(0,28) (0,37) 02 10.83 


Gar 
dauer 


Tage 


49 


Ji 


6s 


ti 





al 


Zi 








ite 
ser 


4 


a) 


58. 


tel 


ar 
uer 


aye 


iu 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 
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Ne H,O 
com 
7 DO 
8 40 
yg 200 
10 40 
») 
12 oO 
13 DO 
14 DO 
15 DO 


In allen Versuchen, auBer Nr. 10, 11 und 12, 


Léslich . , 
CacSele. Ca-Oxalat Ca-Citrat Noch vore Gesamt 


., (Glucons (Oxale (Citronens handene ar 
C-Quelle sdure ber.) saure) saure) CeQuelle ae engew 
ry ry ny o/, C-Quelle 
ii one 0.75 0,39 
y 5 se ne ’ " :9 
7.02 Galak tose (0.33) (0.14) OS 6.274 
» a. 0.14 0.09 041 
6g Lactose (0,06) (0.08) (0.15) 4 4,85 
‘ ; 7.48 2,14 — 
30g Maltose | (3'97) 0,77 04 13,47 
nae 0,03 05 sii 
6¢ Inulin (0.01) (0.43) ¢ 7.33 
2.5g lésl.Starke Spuren Spuren 
2.5 g Dextrin - “ - — 
2.5 g Glycers se és e a ) ? 1.60 
e 0,78 0,32 _ 
152 Arabinose (034) aan 1.1 615 
oF , 1,24 O57 
7.5¢ Xylose (0.54) (021) 1,0 10,00 


Gir 
dauer 


Tage 


ti 


60 


6S 


69 
64 
70 


il 


waren nach mehr oder 


weniger langer Zeit an der Pilzdecke kleine Ca-Citratkiigelchen deutlich 


sichtbar. 


Das geléste Ca-Salz wurde nur in den Versuchen Nr. 4 und 9 als 


Gluconat identifiziert, in allen anderen wurde es nur als Oxalat gefallt 
und auf Gliconat berechnet. 


Tabelle V. Géarversuche mit Alkoholen. 





nr 420 

ccm 
1 209 
2 200 
3 40 
4 200 
5 40 
6 40 
7 40 
S 40 


Zu Tabelle V. 
aiuBerlich keinerlei Verdinderung. 


Geldéstes Ca*Oxalat Ca-Citrat pick, a 
C-Quelle CasSalz (Oxale (Citromens = gtand = 9), 
saure) saure) der angew 
& 2 g zg C-Quelle 
5g Athylalkohol — — - 0,024 
5g Hexylalkohol - _ - 0,057 
6g 
x 0 ~- - 0,028 
Athylenglykol | °-%! 02 
20g 92°), iges 4.48 aA 19.35 
Glycerin (3,87) 
68g 92°/,iges a 0,079 
: Olas: Ss . ’ - 
Glycerin iced pure’ | (0,029) 
6g Erythrit 0,441 0,027 ? 
6¢ Arabit Spuren Spuren - 0,023 
. , 0,787 ‘ 
— &: 
6g Mannit - . (0.290) 4.83 


Zeit die bekannten Ca-Citratkugeln. 


Gar. 
dauer 


Tage 
76 
76 
63 
DO 
61 
64 
65 


66 


Die Versuche zeigten auBer Nr. 8 von Anfang bis Ende 
Nur in Nr. 8 erschienen nach langerer 
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Tabelle VI. 


Zersetzung von Malaten, Succinaten und Tartraten. 
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Nr H:O 
com 

1 100 
2 0 
H ww 
4 0) 
i) 200 
6 20 
7 39 
8 20 
9 150 


C-Quelle 


l5g 
saures K-Malat 
75g 
saures K-Malat 
75g 
saures K-Malat 
75g 
saures K-Malat 
3°¢g 
N Hy-Malat 
3g 
K-Sueccinat 
45¢ 
K-Succinat 
3g 
Na-Bitartrat 
22,5¢ 
N H,-Tartrat 


G 
Sagine CoSele dor Nicht identie Versuchs. 
aOxalet — angew. unzers. fiziertes, ge- daver 
(Oxalsaure) Saéure falites Ca-Salz 
s 8 g Tage 
1,10 , ; 
po 2 8. 2: 32 
(0.95) 2.84 1.23 32 
0.08 ” 
(0.97) 6,10 ‘ ’ 
0.36 , 
(0.31) 4,10 4 
4.15 im 
(3,58) 35 
12.50 ag ¢ 
(10.79) 13,6 ed 
1,70 
nf 0 9 
(1,47) : 12 
2.59 2 
(2,16) Spuren 32 
1,70 ee 
(1,47) ” = 
5.65 a 
(4.88) 15,55 19 


Zu Tabelle VI. In den Versuchen Nr. 5 und 9 schied sich das gebildete 
Ammonoxalat in groBen, derben Saéulen an Pilzdecke und Gefa@boden ab. 


Tabelle VII. 


Zersetzung von Salzen verschiedener organischer Sauren. 





Gefalltes Ca-Salz der angew. CasCitrat Versuchs: 


Nr. H,O C-Quelle Ca-Oxalat unzers. Saure (Citronens.) dauer 
com | 2 g g Tage 

1 20 3g Zuckersaures K 1,34 —- 32 
2 | 30 4.5g K-Malonat Spuren Spuren — 32 
‘ - . . . 0,04 . 
3 | 50 75g Glycerins. Ca : a. (0.015) 28 
4 50 7,5¢ Chinas. Ca _ é —_— 37 
5 50 7,5 g¢ Ameisens. Ca = a 37 
6 50 7,5g Milchs. Ca 4 . we 37 
7 50 7,5g Brenztraubens. Ca * és — 37 


Zu Tabelle VII. Nur Versuch Nr. 3 zeigte auBerlich durch geringe 


Citratbildung etwas Veranderung. 





tb. 
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Tabelle VIII. 
Zersetzung von Citraten, Fumaraten und Oxalaten. 
Nicht 
H.O Gefalltes _Unzers. Saure (1), identifiz. Versuchs- 
Ne. 2 C-Quelle CasOxalat gefilltes Ca-Salz(2) _—gefilites dauer 
Ca-Salz 
| ecm g g ry Tage 
1 50 2.5g Na-Bicitrat 0,19 | (2) 1,12 5 
2 50 2,5 g Na-Bicitrat 1,00 (2) Spuren 20 
3 3800 18g Mono-Ca-Citrat : (2) 9,1 ausgesch. 3 
4 100 3g Mono-Ca-Citrat — (2) 0,88 ausgesch. 2 
5 DO 2,5g¢ Na-Fumarat 0.76 (1) 0,87 5 
6 50 2,5 g¢ Na-Fumarat 2.45 - 20 
7 35 5,25 ¢ Na-Fumarat 1,00 — 0,65 32 
8 75 11,25g Na-Fumarat 2,35 = (1) 1,5 6.95 19 
9 | 25 16g Na-Oxalat (2) 1,42 — 25 
10 25 0,82 ¢ Na-Bioxalat (2) 0,67 — 25 


Zu Tabelle VIII. Im Versuch Nr. 4 war trotz der Anwesenheit von 
3g Rohrzucker und !/,°%, Nahrsalzen nach 2 Tagen 0,88 g Ca-Citrat aus- 
geschieden. Mit Ammoniak wurden auBerdem noch 1,03 g Citrat gefallt, 
Fumarséure oder Oxalat nicht festgestellt. Zucker waren noch 0,3°%, vor- 
handen. Ein Drittel des Citrats war mithin trotz der Anwesenheit des 
Zuckers und der Nahrsalze zu Carbonat zersetzt worden. 


Tabelle IX. 


Zersetzung von Ca-Gluconat. 





I . Nicht 


nr. | #2 ‘GikGiuconet | Ce-Oxalat | GacCitret | CasGloconet | teatifiz. | Versucher 
|| ecm g g 8 8 8 Tage 
1 50 5 0,129 — Spuren _- 28 
2 50 5 Spuren — 4,12 — 17 
8 50 5 - _- 1,1 0.8 34 
4 50 5 " _ 0,7 — 48 
5 50 75 03 1,43 Spuren - 28 
6 50 7,5 05 1,36 - — 28 
7 50 7,5 0,2 1,49 ts 28 


Zu Tabelle IX. Das nicht identifizierte Ca-Salz des Versuches Nr. 3 
schied sich beim Einengen der Lésung aus. Es war weder Citrat noch un- 
verandertes Gluconat. 


Versuch Nr. 4 bekam einen — von 3g CaCO,, um den Mange! an 
CaO in der Lésung zu beheben. Ca-Gluconat (1 H,O) hat 12,5°% CaO, 
Tri-Ca-Citrat .4 H,O dagegen 29,5% CaO. 


Versuche Nr. 5 bis 7 vgl. Chem. Ber. 58, 2647, 1925. 


Biochemische Zeitschrift Band 202. 10 
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c) Wirkung der Luftzufuhr und dauernden Bewegung. 
In Erlenmeyerkolben drei Liiftungsversuche (Nr. 1 bis 3) und drei 
gewohnliche Vergleichsversuche (Nr. la bis 3a) mit je 200cem H,O, 30¢ 
Rohrzucker und 15g CaCO,, ohne Nahrsalze. Temperatur 20 bis 23°. 





Tabelle X. 
Liiftungsversuche. 
f . Getunden —— _ Gesamtsaure des Noch Versuchs 
Nr Ca-Gluconat Ca-Citrat angewandten vorhandener dauer 
i (Gluconsaure) (Citronensaure) Zuckers Zucker 
£ | g ® 7) 0 0 Tage 

12.70 0,06 . 

2 ; 9 
1 (3.56) (0.02) 18,6 04 12 

2.05 0.99 . o 

' =; , 2 

la (0,92) (0.36) 4,3 1,4 12 

14,32 0,37 
9 . 9 € Q 
2 (6.27) (0.14) 21.4 03 22 

3.58 1.95 — 
e ; 99 
2a (1,57) (0.39) 6,9 1,0 ae 
‘ 16,86 1,17 oe ‘ 
< = ‘ bh. ) é 
3 (7,38) (0.43) 26.0 0,1 31 
‘ 4,76 1,26 . i 
3a (2.08) (0.46) 8,9 0,4 31 


Die Pilzdecken der Liiftungsversuche zeigten am Tage des Abbrechens 
ein ungeheures Dickenwachstum. Die ganze Girfliissigkeit war mit Mycel- 
fiden durchzogen, an denen Ca-Citratspharite saBen. 

§ . 
d) Bariumcarbonat als Absdttigungsmittel. 

Die Versuche (auBer Nr. 4) liefen in groBen Doppelschalen, Nr. 4 mit 
Sporenaussaat in einem Erlenmeyerkolben. BaCO,-Zusatz gleich der 
Menge des angewandten Rohrzuckers. Temperatur 20 bis 23°. 


Tabelle XI. 
Ba C O,-Versuche. 





Ba-Glu- Ges « Noch 
om conat BarCitrat pumar- — vesban> Gar: 
Nr.| 420 Nahrsalze (Glue oo? sure =: 0), dener dauer 
Z é consiure) S#ure d angew. Zucker 
| ucker g g g Zuckers %, Tage 
600 96,15 | ses ; : 
1 40 _ (6.00) 8.08 15.64 03 64 
600 =" 20.8 - . 
2 : a y » — op ll — 5.30 0 t 
2 a0 3g Pepton Witte (4.77) 53h 4 | ' 
‘ 300 . , 91 . < a2 \ 
3 45 15g Harnstoff — (2.09) — 4.64 03 45 
100 14°, Pepton Witte 5.7 - : 
“4 : ' — > 8.7% 0, t 
4 15 4% K Hg POg, */g°/o Mg SO, (1,31) 73 ‘ " 
. 309 8.2 98 11.15 > 17 
= o- = 4s : ‘ 0 


0 - - 
45 (2.77) (2.25) 








it 


id | 


are 
uc’ 


3 


V1 
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Zu Tabelle XI. In allen Versuchen trat schon viel friiher und reich- 
licher als in den CaCO,-Versuchen CO,-Entwicklung und Abscheidung 
von Ba-Salzkrusten auf. 


e) Vergleich beider Absdttiqungsmittel nebeneinander. 
Versuchsreihe 1: 12 Erlenmeyerkélbechen mit je 7,5 g Rohrzucker und 5¢ 
CaCO, in 50cem H,O. 
Versuchsreihe 2: 8 Erlenmeyerkélbchen mit je 7,5 g¢ Rohrzucker und 10 ¢ 
BaCO, in 50cem H,O. 


Tabelle XII. 
Gehalt an gelésten und ungelésten Ca- bzw. Ba-Salzen im Verlauf einer 
Gardauer von 57 Tagen. 








7 Versuchsreihe 1 __|| Gesset> ||__ Versuchsreihe 2 ___ Gesamt- 
ole) at? Ca-Gluconat Ca-Citrat saure . Ba-Citrat saure 
ben dauer mo | (Citronen- = %o Ba-Gluconat (Citronen: = % 
saure) saure) des angew. (Gluconsaure) saure) des angew. 
N Zuckers Zuckers 
Nr. Tage g ry 2 2g 
0.453 0.09 ‘ 0,298 0.08 . 
2 
1; 2 (0,198) | (0.08) 3,0 (0.100) (0.02) 1 
a 2.058 OAS8L 0,551 0.26 P 
9 9 < 9< 
2" 7 900) | (0.07) 12.9 (0.186) (0,06) 3.3 
P 3,280 0,24 , 0,639 1.16 : 
> 20: Me pa ‘ 
de (1,435) (0,09) 20,8 (0,215) (0,27) 6,9 
- 2.808 0,96 9 1,008 1,28 
4.1% (1229) | (35) 21,1 (0.340) (0.29) 84 
7 2.697 0.61 = 451 1.83 a 
99 - . : 
>) 22 (1.180) | (0:22) 18,¢ (0.152) (0.42) as 
- 4,379 0,99 , 0.549 2.84 
2 > os 500 pe + ‘ 
6) 27 (1916) | (0:33) a0 (0.185) | (0.65) a, 
+ 3,258 1,47 . 0AST 2.68 ‘ 
) 26.2 ; < ¢ 
7} 82 (1,425) (0.54) 26.2 (0,164) (0.61) 10,8 
a 2.190 1,93 99 9 0,341 3.61 ag 
8 | 37 (0,958) (0,71) a (O115) (0.83) 12.6 
2.006 2.2 
9 6, 6,°IG 9 . 
9/42 (0878) | (074) 21,6 
- 2,979 1,97 o1¢ 
10) 40 910) | (0:78) aed 7m 
y 1.391 2.25 
) << 92 es 
11) 52 (0.609) (0,83) 19,2 
«€ 9 - 
12 57 0.831 247 17.0 0 


(0,364) (0.91) 


Zu Tabelle XII. Auch hier wieder eine raschere und reichlichere 
CO,-Bildung und friihere Abscheidung von Ba-Cit:atkrusten in den BaCO,- 
Versuchen. 

}) EinfluB der Temperatur auf die Sdureansammlung. 


Sechs Erlenmeyerkélbchen mit je 100 cem 15°,iger Rohrzuckerlésung 
ohne iibrige Nahrstoffe bei verschiedenen Temperaturen aufgestellt. 


10* 
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Bestimmung der Séureansammlungen auf 100 ccm Garlésung durch 
Titrieren mit n/10 NaOH (Phenolphthalein als Indikator). lecm n/10 
NaOH = 0,007 0027 g Citronenséiure. Anfangsaziditét = 0. 

Tabelle XIII. 
Saéureansammlung bei verschiedenen Temperaturen. 





Nach Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Versuch 6 
0 20—22° 34— 36° 


Tagen 0—10 10—170 24— 269 42—459 

2 27.8 38.4 22.6 21,6 15.6 11,6 

7 39,6 62.8 69.0 22.2 22.2 11,8 
12 414 69,6 798 31,4 24.4 12,0 
17 46.8 73.8 88.4 34.4 26.0 17,6 
22 45,6 86,6 68.6 46,2 33,2 21,4 
27 45,2 82.6 27,6 45,8 38.0 23.8 
32 44,2 44.6 11,8 45.0 414 27,2 


Die wirkliche Menge der Saéure ist auch im besten Falle (Versuche 
Nr. 2 und 8) nur gering (etwa 0,62°% auf Citronensiure berechnet). 


g) Rolle der Nahrsalze. 


Acht Erlenmeyerkélbchen mit je 100 cem 15% iger Rohrzuckerlésung, 
dazu N, P und § nach folgender Zusammenstellung: 


Kolben 1: keine Salze 
is 2: 0,4g Pepton, 0,2g KH,PO,, 0,lg MgSO, 
‘a 3: 04g * 02g KH,PO, — 
*» 4: 04g o — 0,.lg MgSO, 
= 5: -- 0,2¢g KH,PO,, 0,lg MgSO, 
6: 0,4g Pepton -— oo 
7 = 0,.2g KH,PO, _- 
8 —- -- 0,.lg MgSO, 


Bestimmung der Saéureansammlung wie vorher, Anfangsaziditat der 
KH,PO,-Versuche 14,7 cem n/10 NaOH. Temperatur 20 bis 23°C. 


Tabelle XIV. 
Saéureansammlung bei verschiedenen Nahrstoffzusatzen. 





Teo Kolben 1 Kolben2 | Kolben3| Kolben4 Kolben 5 | Kolben6 | Kolben 7 | Kolben 8 
2] 168 22.8 50.0 | 39,6 27.8 31,2 30,0 21,4 
7 60,6 51,6 94,0 101.6 97,0 87,6 95.6 35,8 
2 
7 


12 666 71.0 1226 | 1586 1288 1204 1276 40,0 
17 864 1278 1416 1880 1426 976 1420 400 

22 544 1480 80.0 | 704 1104 190 1002 238 

27 «282 | 1528 hd 98 784 | 188 522 192 

si -— |ms | - _ ~ = _ - 


eed BO Gees ee ee 


Héchste Séuremenge in Versuch Nr. 4 (etwa 1,32°% Citronensaure). 
Die 14,7cem NaOH wurden in den KH,PO,-Versuchen nur bis zum 
17. Tage abgezogen, dann das etwa noch in der Lésung befindliche Phosphat 
als Citronenséure mittitriert. 
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Anhang I. 


Verarbeitung der Versuche der Tabellen I bis XII. 
a) Versuche der Tabellen I bis V und X. 


Die Versuche wurden meist abgebrochen, wenn eine Zuckerbestimmung 
nicht mehr als 1% Zucker ergab. 

Die gesamte von der Pilzdecke getrennte Garfliissigkeit wurde auf- 
gekocht, um etwa noch vorhandene freie Saéure oder geléstes Ca-Citrat 
zu fallen, und warm filtriert. (Die Garfliissigkeit war nach dem Aufkochen 
meist neutral, falls nicht, geniigten einige Tropfen Kalkwasser, um sie zu 
neutrelisieren.) Beim starken Eindampfen des Filtrats fielen zuweilen 
noch geringe Mengen Fumarséure oder Ca-Citrat aus, die mit zum Boden- 
kérper jebracht wurden. 

In einem bestimmten Teile des Filtrats wurde eine quantitative Invert- 
zuckerbestimmung nach Bertrand! gemacht oder jeweils auf die angewandte 
C-Quelle qualitativ gepriift, in einem anderen bestimmten Teile wurde 
das geléste Ca-Salz kochend mit heiBer Ammonoxalatlésung vollstandig 
gefallt, das gefallte Ca-Oxalat mit n/10 KMn0O,-Lésung titriert und auf 
Ca-Gluconat berechnet. Der Rest des Filtrats wurde mit absolutem Alkokol 
bis zur bleibenden Triibung versetzt. In 24 Stunden war ein groBer Teil 
des Ca-Gluconats in Krustenform an den Glaswandungen abgesetzt. 

Der Bodenkérper wurde mit wenig Wasser aufgeschwemmt und mit 
konzentrierter Salzsiure versetzt. War Fumarsdure oder Ca-Fumarat 
vorhanden, so blieb erstere ungelést, waihrend sie aus letzterem frei gemacht 
wurde. Das Filtrat wurde weitgehend eingedampft, um die Fumarséure- 
reste aus ihnen zu entfernen. Darauf wurde mit viel Wasser versetzt und 
mit Ammoniak in der Kdilte neutralisiert. Es fiel Ca-Oxalat und etwa vor- 
handenes Ca-Phoephat. Das letztere wurde auf dem Filter mit heiBer 
Essigsiure herausgewaschen. In der Salmiaklésung befand sich nun nur 
noch das Ca-Citrai, das beim Kochen fiel. Die Salmiaklésung zur Trockne 
eingedampft und in wenig Wasser wieder aufgenommen, lieferte noch 
Reste an Citrat. 

Die Decken der Versuche wurden immer mit verdiinnter Salzsdure, 
darauf mit destilliertem Wasser abgespiilt, die Spiilfliissigkeit wurde zu 
dem in Salzsiéiure gelésten Bodenkérper gebracht. Doch zeigte der Aschen- 
gehalt einiger Decken, sowie eine Analyse der Asche, die 7,7°%, K,O und 
66,1% CaO ergab, daB sehr viel lésliches Ca-Salz in den Pilzzellen oder 
Ca-Oxalat zwischen den Mycelfaiden durch das Spiilen mit der verdiinnten 
Salzséure nicht entfernt worden war. 


b) Versuche der Tabelle XI. 


Auch hier unterrichtete mich eine Zuckerbestimmung tiber die Menge 
des noch vorhandenen Zuckers. 

Die Garfliissigkeit wurde von der Pilzdecke befreit, aufgekocht und 
kalt filtriert. Im Filtrat waren in alten Kulturen nur Spuren Ba-Salz in 
Lésung, die unberiicksichtigt gelassen wurden. Das Filtrat der einzigen 
jungen Kultur wurde stark eingedampft und mit absolutem Alkohol bis 
zur bleibenden Triibung versetzt. Nach mehreren Stunden war der grébte 
Teil des Ba-Gluconats auskristallisiert. 


1 Bull. Soc. Chim. 85, 1285, 1906. 
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Im Bodenkérper wurde wieder die Fumarsdure mit Salzsadure frei 
gemacht und das Filtrat stark eingedampft. Mit Ammoniak fiel in der 
Kalte Ba-Citrat, Ba-Oxalat und Ba-Phosphat amorph aus. Mit konzentrierter 
Schwefelséure zersetzt, lieferten mir die Lésungen der freien Séuren mit 
Chiorcaletum nur Citrat. 

Die Pilzdecken wurden wie die der CaCO,-Versuche behandelt. 


c) Versuche der Tabelle X11. 

Die Verarbeitung des Bodenkérpers in beiden Versuchsreihen geschah 
wie unter a) und b) beschrieben. 

Das geléste Ca-Salz wurde im gesamten Filtrat als Ca-Oxalat gefallt, 
dasselbe mit n/2 KMn0O,-Lésung titriert und auf Ca-Gluconat berechnet. 
(leem n/l KMnO, = 0,22416 g Ca-Gluconat.) 

Das geléste Ba-Salz wurde im gesamten Filtrat als Ba-Carbonat gefiallt, 
dieses in einer bestimmten Anzahl Kubikzentimeter itiberschiissiger n/10 
HC! gelést, der UberschuB mit n/10 NaOH zuriicktitriert und die ver- 
brauchten Kubikzentimeter HCl auf Ba-Glucorat berechnet. (1 cemn/1 
HC! 0,29083 ¢ Ba-Gluconat.) 


d) Versuche der Tabellen VI bis 1X. 
Die Ca-jreien Garlésungen wurden mit Chlorcaletum versetzt und 
die gefallten Ca-Salze mikroskopisch und chemisch identifiziert. 
Die Ca-haltigen Versuche ‘wurden zur Trockne eingedampii und der 
Riickstand nach Wiederaufnehmen in wenig Wasser identifiziert. 


Identifizierung der Siuren. 
a) Glukonsdure C,H,,0,. 


Die Identifizierung geschah in der von Falck und Kapur (11), Bern- 
hauer (2) und Butkewitsch (7) friiher angegebenen Weise. M. Molliard(15)(16) 
gibt keine Zahlen iiber die Bestimmung seiner Séure an. Da die Gluconséure 
als Sirup nicht zu identifizieren ist, wurden verschiedene ihrer Salze 
identifiziert. 

1. Ca-Gluconat (C,H,,0,),Ca . H,O. 
Unter dem Mikroskop lange Nadeln. 


Ca0O- Bestimmungen : 

Titrimetrisch: 0,4398g lufttrockenes Ca-Salz wurde dureh Kochen in 
Wasser gelést und zu der kochenden Lésung heibe Ammon- 
oxalatlésung im UberschuB gefiigt. Das gefallte Ca-Oxalat 
wurde in konzentrierter heiBer Schwefelséure gelést und 
mit n/2 KMnO,-Lésung titriert (leem n/2 KMn0O, 

0,01402 g CaO). 
Verbrauch: 4,04 cem n/2 KMnQ,. 
Gefunden: 0,0581 g CaO = 13,2% 
Berechnet: 0,0550 g CaO = 12,5°%,. 

Gravimetrisch: 0,4376 g lufttrockenes Ca-Salz bis zur Konstanz iiber dem 
Geblase gegliibt. 

Gejunden: 0,0564 g CaO = 12,9°, 
Berechnet: 0,0547 g CaO = 12,5°,. 
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2. Ba-Gluconate (C.H,,0,), Ba. 

Aus wasseriger Lésung mit absolutem Alkohol gefallt, mit 3 H,0 
kristallisierend. Schmelzpunkt 97°. 

Bei 80° getrocknet, Verlust von 6,5°, = 2H,O. Schmelzpunkt 142°. 

Das restliche 1 H,O war durch dreistiindiges Trocknen bei 105° nicht 
ganzlich zu entfernen. Schmelzpunkt 150 bis 155° unter Zersetzung (Falck: 
153°). 

Unter dem Mikroskop zeigten alle Ba-Gluconate grobe doppelbrechende 

Blattchen. 

BaO- Bestimmung: 

Titrimetrisch: 0.4794 ¢ des bei 105° getrockneten Salzes durch Kochen in 
Wasser gelést, das Barium mit Soda gefallt, das Ba-Carbonat 
in einer bestimmten Anzah] Kubikzentimeter iiberschiissiger 
n/10 HCl gelést und der Uberschu8 an HC] mit n/10 NaOH 
zuriicktitriert (1 eem n/10 HCl = 0,0076685¢ BaQO). 
Verbrauch: 18,34 cem n/10 HCl. 

Gejunden: 0,1406 ¢ BaO = 29,34°.,,, 
Berechnet: 0.1394 ¢ BaO = 29,08°.. 


3. Gluconséurephenylhydrazid, CH,OH .(CHOH),.CO.NH.NH 
. CH... 

Hergestellt nach den Angaben von E. Fischer und Fr. Passmore’. 

Angewandt: 2,1 g Ca-Gluconat und 2 g Phenylhydrazin. 

Erhalten: 1,7 g¢ rohes Phenylhydrazid = 32,1°, der theoretischen 
Ausbeute. ' 

Das durch Kochen mit Tierkohle aus Wasser umkristallisierte Salz 
sinterte bei 195° und schmolz bei 200° unter Zersetzung (Falck: 197°). 


b) Fumarsdure, CyH,O,. 


Die aus den Ca-Salzen durch Salzséure in Freiheit gesetzte mehr oder 
weniger braune Saure wurde durch wiederholtes Lésen in NaOH, Kochen 
mit Tierkohle und Wiederfallen mit HCl gereinigt: sie zeigte unter dem 
Mikroskop groBe, rechteckige, stark lichtbrechende Kristalle. 

Zur Schmelzpunktbestimmung wurde von der Substanz im = zu- 
geschmolzenen Réhrchen bei 260° in die Schwefelsiure gebracht. Bei 
Einhalten folgender Zeitdauer des Erhitzens 

von 260 bis 270° 50 Sekunden 
» 270 ,, 280° 60 = 
» 280 ,, 285° 40 ” 
wurde der Schmelzpunkt von 281 bis 281,5° festgestellt ; ein Kahlbaumsches 
Praparat schmolz bei 284,5 bis 285°, beide unter vorheriger teilweiser 
Braunung. Michael? fand im zugeschmolzenen Rohre 286 bis 287°, Wehmer 
(l.c.) 280 bis 281°, Ehrlich (1. c.) 280° und Gottschalk (1. c.) 284 bis 286°, 
voneinander abweichende Zahlen, die aber bei der leichten Zersetzlichkeit 


1 Chem. Ber. 22, 2730, 1889. 
2 Ebendaselbst 28, 1629, 1895. 
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der Fumarsiure bei hohen Temperaturen nicht verwundern, da die Be- 
stimmung von der Arbeitsweise abhangig ist. 


c) Oxalsdure, C,H, O, . 2 H,O. 

Identifiziert durch das Ca-Salz, das, unléslich in verdiinnter Salzséure, 
unter dem Mikroskop kleine Kérnchen oder briefkuvertahnliche ,,Oktaeder“ 
zeigt. 

d) Citronensdure, CgH,O, . H,O. 

Durch ihre und ihrer Salze Eigenschaft identifiziert, mit Denigés- 
lésung' eine sofortige Fdllung zu geben. Die Empfindlichkeit dieser Reaktion 
wurde von mir bis auf 50 mg Saure oder Salz, 0,3 ccm Denigéslésung und 
zwei Tropfen n/10 KMnO,-Lésung herab gepriift. Apfel-, Wein-, Bernstein-, 
Glucon- und Zuckerséure gaben unter den gleichen Bedingungen keine 
Reaktion. 

Citronensaure Salze. 

Tri-Ca-Citrat. 4H,O, fallt aus verdiinnter salzsaurer Lésung beim 
Neutralisieren mit Ammoniak erst beim Kochen. Unter dem Mikroskop 
feine Spharite. 

Tri-Ba-Citrat. 7H,O, fallt aus verdiinnter salzsaurer Lésung beim 
Neutralisieren mit Ammoniak in der Kalte amorph aus. Dieser Niederschlag 
4 Stunden lang auf dem Wasserbad in einer Ba-Acetatlésung gekocht, 
lieferte neben den monoklinen Prismen von Ba-Citrat . 3% H,O die lang- 
nadeligen Spharite von Ba-Citrat . 5 H,O*. 


Zusammenfassung. 


1. Der Pilz hat im Laufe der Zeit das Vermégen der Fumarsaure- 
bildung verloren und den Charakter eines Citronen- und Gluconsiure- 
bildners angenommen. 


2. Die Art der N-Verbindung ist sowohl auf die Art der Sauerung 
wie auf die Siureausbeute ohne Einflub. 


3. Citronensaurebildung findet aus Zuckern mit 3, 5, 6 und 
12 C-Atomen statt. Auch aus Milchzucker, desgleichen aus den drei- 
bzw. sechswertigen Alkoholen Glycerin und Mannit. Aus Salzen 
organischer Sauren nur aus Glycerinsiure und Gluconsaure, bei letzterer 
nicht immer. 


4. Der Pilz hiuft in jungen CaCO,-Kulturen Gluconsaure an. 
Die Bildung dieser Saure wird hervorragend begiinstigt durch vermehrte 
Sauerstoffzufuhr, beschleunigte Diffusion, Beseitigung der Garungs- 
kohlensaure. In BaCO,-Versuchen tritt die Gluconsiure nur in geringem 
MaBe auf. 


1 Denigés, Ann. Chim. et Phys. 18, 382, 1899. 
* Vgl. Kadmmerer, Ann. Chem. 170, 177, 1873. 
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5. Als Absiittigungsmittel der Citronensiure kommt BaCoO, 
dem CaCO, gleich, und zwar liefert ersteres die gleiche Citronen- 
siuremenge wie letzteres in */, der Zeit. 


6. Das Séiuerungsmaximum des Pilzes liegt zwischen 17 und 22°, 
jeder Nahrstoffzusatz auBer MgSO, allein wirkt in CaCO,-freien 
Zuckerlésungen auf die Siuerung des Pilzes férdernd. 


Anhang II. 


Wachstumsversuche mit dem Pilz Aspergillus fumaricus. 
(Mycel- und Sporenaussaat.) 


Zu den Versuchen wurde die Rasse 1 aus der Mykologischen Sammlung der 
Technischen Hochschule zu Hannover benutzt. 


a) Feste Nadhrbéden (Temperatur 20 bis 23°). 


Sterile Kartoffelscheiben waren in 4 bis 7 Tagen ganzlich bewachsen. 
Das anfainglich schneeweiBe Mycel wurde allmahlich gelb, dann hellbraun 
und bildete nach 10 Tagen erst hellgelbe, spater schokoladenbraun werdende 
Konidientragerképfe. Der Stiel der Konidientriger wurde 3 bis 5mm 
lang, die Konidientragerképfe 100 bis 400 « im Durchmesser. (Von den 
Kartoffelkulturen wurden im allgemeinen die Abimpfungen vorgenommen, 
da auf anderen festen und fliissigen Nahrbéden keine oder nur geringe 
Konidienbildung war.) 

10- bis 15% iger Zucker-, Molken- und Wiirzeagar bzw. -gelatine ergab 
immer gutes Wachstum, aber keine oder geringe Konidienbildung. Die 
Gelatine wurde durch den Pilz verfliissigt. 

, Auf 10%igem Kartojffelstarkekleister gutes Wachstum. Der Kleister 
wurde verfliissigt, die Starke verzuckert. 


b) Fliissige Nahrbéden mit verschiedenen C-Verbindungen (auBer Rohrzucker ). 


Benutzt wurden immer 100ccem Erlenmeyerkélbchen, als N-Quelle 
NH,NO,, als P-Quelle KH,PO,; Temperatur 20 bis 23°. 

15% ige Glucose-, Fructose- oder Mannose-Ndhrlésungen lieferten in 
4 bis 5 Tagen Decken, wahrend Galaktose und Maltose 7 Tage, Arabinose 
und Xylose (diese wegen des hohen Preises in 5°,iger Lésung) sogar 9 Tage 
brauchten. 15°%ige Milchzuckerlésungen gaben durchschnittlich nach 
3 bis 4 Tagen kriftige Decken. Die Lésungen enthielten an diesem Tage 
0,17 % Citronensdure (titriert), 10°,ige Dextrinlésung gab gutes Wachstum, 
Cellulose, in Gestalt von zerzupftem Filtrierpapier, wurde nicht angegriffen. 

Von Alkoholen wurde nur Glycerin und Mannit als Nihrstoff geboten 
und vom Pilz gut verwendet. 

Auf 2,5°% igen Lésungen freier Citronensdure, Apfelsdure, Weinsdure 
und Bernsteinsdure waren erst nach 5 Wochen vollstandig ausgebildete 
Decken entstanden. Eine 2,5°%ige Lésung von Gluconedure oder derem 
Ca-Salz war gute Kohlenstoffquelle, so daB hier innerhalb 7 bis 8 Tagen 
kraftige Decken entstanden. Auf Fumarsdure (0,2 g: 50 com H,O) bildete 
der Pilz in 20 Tagen Decken. Auf Maleinsdure (0,125 g:50cem H,O) 
kein Wachstum. Ozalsdure muBte erst auf 0,165°%, verdiinnt werden, um 
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nur ein diirftiges Wachstum zu bekommen. Lésungen der sauren wil 
neutralen K- und Na-Ovalate lieBen die Sporen nach 5 Tagen auskeimen. 
Das gebildete hauchdiinne Mycel trug auffilligerweise sofort Sporen. Voll. 
standige Decken entstanden nie. 


c) Rohrzuckerlésungen. 
1. EinfluB der Temperatur. 
16 Erlenmeyerkélbchen mit je 50cem H,O, 71,9 Rohkrzucker, 0,25 ¢ 
NH,NO,, 0,12 ¢ KH,PO, und 0,06g MgSO, bei verschiedenen Tem. 
peraturen aufgestellt. Impfung mit Sporen und Mycel einer Kartoffelkultur. 


Tabelle J. 


Wachstumsversuche bei verschiedenen Temperaturen. 





Kolben Wachstums:- ae —_ Weshetom — 
ee. i sae mead nach 3 Tagen nach 5 Tagen nach 7 Tagen 
1u2 0—10° weder Sporen noch nichts Ene ene oo 
‘“ (vor dem Fenster) Mycel gewachsen gewachsen *8 ; 
, 12—18° Myecel gewachsen, auch langsames ; 
ou. . oa - , ‘er “ lecke y 
oa (Fensterbrett) Sporen nicht Keimen der Sp. Deckewbildung 
5, 6,7,8 18—22° beides gewachsen | Deckenbild Deck 
5, 6,7, (Zimmertemp.) des gewachsen eckenbildung cken 
22—26° beides gut . 
9 v.10 ose - ‘k acke 
sina (Brutschrank ) gewachsen Deckenbildung Dechen 
28—31° , kiimmerliches unzusammen- 
9 < — 
eaten (Brutschrank ) beides gewachsen Wachstum — hangende Decken 
P 33—37° weder Sporen noch nichts . ; 
18 u.14 ( Brutsehrank ) Mycel gewachsen gewachsen nichts gewachsen 
15 u.16 40—5" weder Sporen noch nichts nichts gew achsen 
fies (Brutschrank ) Mycel gewachsen gewachsen ”s 


6 


Kolben Nr. 1 und 2, desgleichen Nr. 13 bis 16 wurden nach 7 Tagen bei 
Zimmertemperatur aufgestellt. Nr. 1, 2, 15 und 16 waren anscheinend tot, 
wahrend in Nr. 13 und 14 das Mycel wuchs und nach weiteren 7 Tagen 
Decken bildete. Ein spiterer Versuch im Eisschrank lehrte, da der Pilz 
bei 6 bis 7°C noch wuchs. Es war mithin festgestellt : 


Wachstumsminimum etwa ..... . 6° 


Wachstumsoptimum ....... . . 21 bis 23° 
Wachstumsmaximum etwa ..... . 31 ., 32° 


2. EinfluB der N- Quelle. 


14 Erlenmeyerkélbchen mit je 50cem H,O, 744g Rohrzucker, 0,12 ¢ 
KH,PO, und 0,06 g MgS0O,, auBerdem zu 


Nr. 1 und 2: Pepton- Witte Nr. 9 und 10: (NH,),S0, 

» 3 ,, 4: Harnstoff » ll , 12: NHC ; 
» 5 , 6: KNO, » 13 ,, 14: (NH,),CO, I 
» 7 » 8: NH,NO, je 0,254 


Temperatur 21 bis 23°. Mycel- und Sporenimpfung. 
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Am Tage der vollstandigen Deckenbildung wurde in der Fliissigkeit 
die Aziditaét mit n/10 NaOH und der Zuckergehalt nach Bertrand' bestimmt, 
-.owie Trockengewicht (1 Tag bei 105°) und Asche der Decke. 

Tabelle 11. 


Wachstumsversuche mit verschiedenen N-Quellen. 








i Decken Zucker 
' |-——-———.— Aniditat, — - — —_- 
Kols ’ auf °', Nochvore Fur die 
ben Stickstoff- Vollstandige | Trockens Citronen. handener Decke 
Quelle Decke gewicht Asche saure bes nv. verbr. 
rechnet Zucker Zucker 
Nr. x %o 8 °lo 
1 i) Pent a { O72 515. 0,49 4,1 45.3 
2 | — | 0.71 5.09 048 4.3 42.6 
3 i) Harnstoff | 7 046 3,21 0,34 4.6 38,6 
oe 047 324 0.37 45 40.0 
3 KNO 6 } 059 ° 4.21 041 45 40,0 
6 sie 7 Tage nach | 0,61 4.46 0.44 43 42.6 
7h . der Impfung {| 042 485 0,33 3.9 45,0 
gif HNO, ¢ | 050 499 O41 34 546 
9 , { 9039 3839 0,40 2.8 62,6 
10 [NH SO 4 | 037 8328 034 382 #5738 
11 | ‘ { 038 259 0,32 34 54.6 
2 NHC | 4 | 031 247 030 385 588 
13 nur mabiges 
14 ( (NHy2CO3 Wachst., (Mg als _- ~ - - - 
Mg COs ausgef.) 


Pepton lieferte die stdrksten Pilzdecken, Ammonsalze das schnellste 
Wachstum. Von diesen hinwiederum bildete NH,NO, die krdftigste Pilz- 
decke. Vom angewandten Zucker waren durchschnittlich 40 bis 60°, fiir 
die Decke verbraucht worden. 


Zusammenfassung. 


1. Der Pilz verwendet fiir seinen Aufbau alle Kohlehydrate, auch 
Lactose und Starke, gut. Letztere wird dabei verzuckert. Glycerin und 
Mannit sind gute C-Quellen, waihrend von den organischen Saéuren nur 
Gluconséiure gut verwandt wird. 

2. Das Wachstumsoptimum des Pilzes ist 21 bis 23°, das Minimum 
etwa 6°, das Maximum 31 bis 32°. 

3. NH,NO, als N- Quelle liefert am schnellsten die kriftigste Pilzdecke. 
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Erwiderung auf die Bemerkung von Otto Warburg 
in dieser Zeitschr. Bd. 198, S. 241, 1928. 


Von 
Hans Handovsky. 
(Eingegangen am 23. August 1928.) 


1. Es ist nicht meine Gepflogenheit, auf Grund einiger experimenteller 
Befunde eine verallgemeinernde Theorie aufzustellen. Die Behauptung 
Warburgs (a. a. O.), ich hatte eine Theorie ,,aller katalytischen Wirkungen 
der Kohle“ aufgestellt, ist unzutreffend. 

2. Ich habe in meiner Arbeit! den experimentellen Beweis dafiir er- 
bracht, daB metallisches Eisen imstande ist, Aminoséuren zu oxydieren, 
wenn es Wasserstoff enthalt; durch Gliihen und Erkalten im Stickstoff- 
strom kann man diese Wirkung des Eisens aufheben. Im Anschlu8 daran 
beobachtete ich, da8 man auch der Tierkohle, Carbo animalis Merck 
D. A. B. 5, durch Gliihea im Stickstoffstrom die Fahigkeit neéhmen kann, 
Leucin zu oxydieren; dieser Vorgang ist reversibel. Ich schrieb dann: 
,daB eine bestimmte Eisenverbindung in der Leucin oxydierenden Tier- 
kohle* erst angenommen werden dart, wenn ausgeschlossen werden kann, 
daB aktive Gase an diesen Reaktionen beteiligt sind“. Ich habe somit 
die Vermutung ausgesprochen, die vorher nicht éffentlich ausgesprochen 
werden konnte, daB auch in der Tierkohle Wasserstoff in aktiver Form 
vorhanden sein diirfte, und darauf hingewiesen, da8 man diese Erscheinung 
bei der Beurteilung von Oxydationsversuchen an Tierkohle beriicksichtigen 
muB8; die Stichhaltigkeit meiner Vermutung zu beweisen oder abzulehnen, 
muBte ich der Zukunft iiberlassen; erst wenn eine endgiiltige Erkldrung 
erbracht worden ist, worauf die Inaktivierung der Tierkohle im Stickstoff- 
s.rom beruh*. wird sich herausstellen, ob meine Vermutung richtig war. 
Ich méchte aber ausdriicklich hervorheben, daB icl nicht behaupten konnte, 
daB die — direkt nicht bewiesene — H,O,-Bildung in der Tierkohle als 
einzige Ursache der Oxydation der Aminoséiuren angesehen werden muB. 

3. Es konnte nicht meine Aufgabe sein, simtliche Kchlen, die Warburg 
und Brefeld* dargestellt und gepriift haben, darauf zu uncersuchen, ob 
sie durch Gliihen im Stickstoffstrom inaktiviert werden oder nicht. Warburg 
greift in seiner Polemik die Haminkohle heraus und identifiziert ihr Ver- 
halten mit dem aller Kohlen, obwohl z. B. er selbst 8S. 178 seiner gesammelten 


1 Hoppe-Seyler, 176, 79, 1928. 
2 Im Original nicht gesperrt. 
* Diese Zeitschr. 145, 461, 1924. 
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Werke ' ausdriicklich auf einen prinzipiellen Unterschied zwischen der Blut. 


kohle und der Haminkohle hinweist. Soweit ich das beurteilen kan). 


scheint mir doch die Méglichkeit zu bestehen, daB beim Kochen von eisen 


haltiger Kohle Haminkohle enthalt nach Warburg und Brefeld z. }; 
einige Prozent Eisen‘*‘ —- Wasserstoff entsteht, daB ferner Kohle Wasser. 
stoff adsorptiv bindet, daB schlieBlich beim Gliihen und Warburg mui 


seine Kohlen gelegentlich oft und intensiv gliinen, um sie wirksam 2) 
machen das metallische Eisen den Wasserstoff lést. Ich kann das derzeit 
nicht beweisen, ebensowenig wie etwa Warburg beweisen kann, was da. 
wirksame Prinzip in seinen Kohlen ist; deshalb hielt ich mich auch nicht 
fiir berechtigt, in meiner urspriinglichen Arbeit diese Fragen zu diskutiere). 

4. Selbstverstandlich werde ich den ceil von Warburgs Polemik ernst 
nehmen, in dem er versucht, auf die von mir (a. a. O.) vorgebrachten Be- 
denken einzugehen; vielleicht kann man experimentell eine direkte Ent 
scheidung herbeifiihren, etwa durch Untersuchung der katalytische 
Wirkung der einzelnen Kohlen auf die Knallgasreaktion, von der Warbur, 
auch spricht, ohne indes Liveratur anzugeben; Tanaka*, der bei Warbury 
iiber diese Reaktion gearbeitet hat, hat Versuche mit Kohlen nicht ve. 
éffentlicht. 

5. Zurzeit scheint mir die Sachlage, soweit sie fiir den Biologen wichtig 
ist, die folgende zu sein: Eine Oxydation von Aminoséuren vermag sowol)| 
die eisenhaltige lebende Zelle zu bewirken, wie metallisches Eisen nac! 
Behandeln mit Wasserstoff, also ein System, das in lebenden Zellen nicht 
existiert. Drittens vermag auch eisenhaltige Kohle diese Oxydation aus 
zufiihren; die Frage ist aber noch offen, welche Oxydationsmechanisme:, 
in den einzelnen Kohlen, die Warburg als Zellmodelle heranzieht, tibe: 
wiegen. 

6. Auf den SchluBsatz von Warburgs Polemik, der mir unsachlic! 
erscheint, méchte ich nicht eingehen. 


"on Uber dig katalytischen Wirkungen der lebendigen Substanz. Berlin 
1927. 
2 Diese Zeitschr. 157, 425, 1925. 
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Uber Zuckeroxydationen und -zersetzungen. 


l. Mitteilung: 
Die Einwirkung von Chloramin auf Glucose. 


Von 
K. Bernhauer und K. Schén. 


(Aus der biochemischen Abteilung des chemischen Laboratoriums der 
deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 31. August 1928.) 


Uber den oxydativen Abbau der Glucose erschien vor kurzem 
eine Mitteilung von Bleyer und Braun'. Diese Autoren stellten fest, 
daB bei der Oxydation mittels Chloramin 1 Mol Glucose 8 Aquivalente 
Sauerstoff verbraucht, wobei 2 Mol Kohlendioxyd entstehen und 2 Mol 
einer Saure, die sie als Essigsiiure ansehen. Im Anschlu8 daran nehmen 
die erwahnten Autoren an, daB der Zerfall der Glucose tiber Methyl- 
glyoxal und Brenztraubensaure verlauft, da letztere selbst ebenfalls 
zu den gleichen Endprodukten zerfallt?. Im Zusammenhang damit 
ziehen sie eine Parallele zu den bei der alkoholischen Garung statt- 
findenden Abbauvorgingen und sagen: .,Damit ware der fermen- 
tative Abbau der Glucose mit anorganischen Mitteln reproduziert* 
(Note ! S. 116). 

Bei der Bedeutung der in Frage stehenden Vorgiinge schien eine 
Nachpriifung der erwahnten Ergebnisse von Wichtigkeit, und auBerdem 
erschien das Auftreten der Essigsiure nicht hinreichend erwiesen, 
da deren Vorhandensein lediglich aus analytischen Befunden (Ver- 
brauch von vorgelegter NaOH) gefolgert wird, ohne priaparativen 
Nachweis derselben. Weiterhin war noch zu _ beriicksichtigen, dab 
seinerzeit Schade® iiber einen Zerfall der Glucose berichtete, der analog 
der alkoholischen Giarung verlaufen sollte; doch kamen Buchner, 
Meisenheimer und Schade$ nicht zu den gleichen Ergebnissen und konnten 
daher die gemachten SchluBfolgerungen als Irrtum erweisen. Es er- 


! Diese Zeitschr. 180, 105, 1927. 

2 Ebendaselbst 188, 310, 1927. 

3 Zeitschr. f. physik. Chem. 57, 1, 1906. 
* B. 39, 4217, 1907. 
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schien daher auch unter Beriicksichtigung dieser Tatsachen Vorsic))t 
am Platze zu sein. AuBerdem ist der eine von uns mit Zuckeroxydationen 
beschaftigt, bei denen analoge Reaktionsverliufe in Frage kommen 
Alle diese Uberlegungen begriinden wohl zur Geniige die Nachpriifung 
und Ergiinzung der Untersuchungen von Bleyer und Braun. Uber dic 
durchgefiihrten Versuche sei hier nur ganz kurz berichtet. 

Zunichst wurde in einem Leerversuch ohne Glucose (Versuchsreihe 1] 
festgestellt, daB bei einer Erhitzungsdauer von 20 Minuten in Gegenwart 
verschiedener Mengen von NaOH kein Verbrauch von Chloramin statt 
findet. Hinsichtlich der Versuchsanordnung wurde in gleicher Weise vor- 
gegangen wie von Bleyer und Braun; es kann daher in methodischer Hinsicht 
auf diese verwiesen werden. 

In Versuchsreihe 2 wurden analoge Versuche mit m/100 Ca-Gluconat- 
lésung durchgefiihrt, wobei jedoch so gut wie kein Verbrauch von Chlor- 
amin stattfand. Wegen des negativen Ausfalles dieses Versuches wurde 
daher in 

Versuchsreihe 3 Glucose selbst in m/100 Lésung der Oxydation unter. 
worfen, doch wurden trotz starker Erhéhung der Reaktionsdauer und der 
Laugemenge im Héchstfalle etwas iiber 7 Aquivalente O verbraucht, 
und erst in 

Versuchsreihe 4 gelang es, rund 8 Aquivalente O zur Einwirkung zu 
bringen, dies jedoch bei Anwendung von 20 Aquivalenten O. Die Ergebnisse 
von Bleyer und Braun konnten daher erst unter weitaus energischeren 
Versuchsbedingungen erreicht werden. 

In den Versuchsreihen 5 bis 8, bei denen wie bei Bleyer und Braun 
jeweils nur 2cem m/100 Glucoselésung in Anwendung kamen, konnte das 
Ergebnis dieser Autoren trotz VergréBerung der Laugenmenge und Ver- 
langerung der Erhitzungsdauer nicht erreicht werden, sondern es wurden 
im Héchstfalle gegen 7 Aquivalente O verbraucht. An diesem Ergebnis 
konnte auch nichts geaindert werden, als in den 

Versuchsreihen 9 bis 12 ein Glucosepraparat von Kahlbaum sowie 
auch normale Lauge in Anwendung kamen. 

Das Belegmaterial fiir das Gesagte sei hier in méglichst kurzer Form 
angefiihrt (siehe Tabelle I). 

Zur Entscheidung der Frage nach der Bildung von Essigsiure 
wurde nun noch versucht, diese zu isolieren und so einen sicheren 
Beweis fiir das Auftreten derselben zu erbringen. 

50 cem m/10 Glucoselésung wurden mit 100 cem n/2 Chloramin- 
lésung und 50 ccm 5n NaOH iiber eine Stunde am Wasserbad unter 
RiickfluB erhitzt, sodann mit Schwefelsiure angesduert und nach dem 
Filtrieren mit Wasserdampf destilliert; das Destillat gab mit Sublimat 
eine Fallung von Kalomel, was fiir Ameisensiure spricht. Nach dem 
Behandeln mit Bleicarbonat und Filtrieren wurde das Destillat ein- 
gedampft. Die Abscheidung kristallisierte aus Wasser in langen Nadeln 


0,0694 g Substanz gaben 0,0711 g PbSO,. 
(CO,H),Pb. Gef.: 75,4°% PbO. 
Ber.: 75,6°% PbO. 
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Tabelle I. 
\ ersuchsreihe Veryeeiaaes aaa n/10 noes Aquivalente O 


Leerversuch mit 5cem Chloramin (entsprechend 10,32 cem n/10 Thiosulfat) 


5 
1 20 1 
15 


10 cem m/100 Ca-Gluconat, sonst 


) 
7,5 
2 20 0 


10,35 
10,28 
10,32 
10,33 
10.16 


wie zuvor 
10,05 
10.25 
10.05 
10,22 
10,15 


10 cem m/100 Glucose (puriss. Merck) 


20 





5 

a 

4 30 20 
| 30 
40 


2 cem m/100 Glucose (puriss. Merck), 1 cem Chloramin 


~! 


5 15 


or 


CIM whom 


oo 
6 30 

a 

3 

| 6 

7 30 y 

| 12 

| 15 

1 

8 } 60 2 
| 25 

3 


* Das Thiosulfat war von hier an 1/9,337 normal. 
Biochemische Zeitschrift Band 202. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Versuchsdauer n/10 NaOH n/10* Thiosulfat Aawi 
Min. quivalente © 


Versuchsreihe 
com com 


2cem m/100 Glucose (puriss. Kahlbaum), 3cem Chloramin (= 1,91 cem n 10 
Thiosulfat) 


1 0,94 5,25 
2 1.09 4.55 
3 1.04 475 
. - 4 1.05 479 
| 5 1.01 49 
6 0.96 5.15 
6 B/10 1,00 4.86 
30 12 1.03 4.83 
i | 18 1,00 4,86 
| f 6 0.98 5.06 
60 12 0,90 5.42 
| 18 0.86 5.61 
1 1.03 4,83 
2 0,88 5,52 
3 0.80 5.88 
il 30 4 0:80 5.88 
5 0.72 6.25 
6 0.63 6.67 
{” 0.95 5,20 
2 0,78 5.98 
3 0.72 6.25 
9 i ~ — 
12 30 4 0:72 6.25 
5 0.67 6.48 
6 0.60 6.81 








* 1/9,908 normal. 


Aus der Mutterlauge konnte nach dem Behandeln mit H,S. 
Filtrieren, Vertreiben des H,S und Behandeln mit Ag,CO, nach dem 
Einengen und Filtrieren kein Ag-Acetat erhalten werden. 

Analog verlief ein gréBerer Versuch, bei dem 5g Glucose, 70 g 
Chloramin und 50 g NaOH in 1000 com Wasser 2 Stunden unter Riick- 
fluB am siedenden Wasserbad erhitzt wurden. 


Ergebnisse. 

Nur unter ganz bestimmten Bedingungen wurden bei der Einwirkung 
von Chloramin auf Glucose 8 Aquivalente Sauerstoff verbraucht, und 
zwar waren diese Bedingungen weitaus energischer als Bleyer und Braun 
fanden. Die Annahme dieser Autoren, daB die Glucose hierbei quanti. 
tativ in CO, und Essigsaure zerfalle, kann nicht bestatigt werden, da 
sich in gréBeren Versuchen keine Spur Essigsiure nachweisen lie!’. 


1 In einer weiteren Mitteilung iiber den oxydativen Abbau der Glucose 
erbringen die erwahuten Verff. gleichfalls keinen Beweis fiir die Bildung 
von Essigsiure. Es eriibrigt sich daher, auf ihre Arbeit naher einzugehen 
(diese Zeitschr. 199, 186, 1928). 
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dagegen konnte Ameisensiure auf Grund ihres Reduktionsvermégens 
gegeniiber Sublimat erkannt und als Pb-Salz isoliert werden. Zweifellos 
scheint auch bei der Oxydation der Glucose mittels Chloramin kein 
derartig einfacher Reaktionsverlauf vorzuliegen, wie die erwaihnten 
Autoren annehmen. Wenn es auch nicht unwahrscheinlich erscheint, 
daB hierbei auch Essigsiure gebildet wird, so tritt dieselbe jedenfalls 
in ganz geringen Mengen auf, wie die von uns durchgefiihrten Versuche 
zeigen. DaB der Zerfall der Glucose auch hier, wenigstens zum Teil, 
iiber Methylglyoxal erfolgt, ist wahrscheinlich und durch die Alkalitat 
der Lésung bedingt!. Gluconsiure scheint hier kein erstes Oxydations- 
produkt zu sein, da dieselbe durch Chloramin unter analogen Versuchs- 
bedingungen nicht angegriffen wird, wie wir in eigenen Versuchen 
zeigen konnten. 


* Neuberg und Oertel, diese Zeitschr. 55, 495, 1923; Neuberg und Rewald, 
ebendaselbst 71, 144, 1915. 


ss 





Zum Chemismus der Citronensaurebildung durch Pilze. 


Ill. Mitteilung: 


Uber die Hypothesen der Citronensiurebildung und das Auftreten von Acet- 
aldehyd in den Pilzkulturen. 


Von 


K. Bernhauer und K. Schon. 


(Aus der biochemischen Abteilung des chemischen Laboratoriums der 
deutschen Universitaét in Prag.) 


(Eingegangen am 31. August 1928.) 


I. Theoretischer Teil. 


Bekanntlich wurde bereits eine groBe Anzahl von Hypothesen 
iiber den Chemismus der Citronensaurebildung durch Pilze aufgestellt, 
doch soll bei der folgenden Zusammenstellung und Besprechung der- 
selben von veralteten Hypothesen, die die Citronensaurebildung aus 
dem EiweiSstoffwechsel der Pilze herzuleiten suchen, bereits Abstand 
genommen und nur Hypothesen beriicksichtigt werden, die zur Vor- 
aussetzung haben, da die Citronensaiure ein Produkt des Kohlehydrat- 
stoffwechsels der Pilze darstellt!; ganz unbegriindete Annahmen sind 
hierbei jedoch auch nicht wiedergegeben. Bei Uberblickung der in 
Frage kommenden Hypothesen kommen insbesondere zwei Méglich- 
keiten in Betracht, welche die Citronensaurebildung auf zwei prinzipiell 
verschiedenen Wegen herzuleiten suchen, und zwar 

1. Hypothesen, die allen brauchbaren C-Quellen Rechnung tragen 
und zugleich an die Citronensiurebildung aus C,-Ketten anschlieBen. 
Dieselben sind dadurch charakterisiert, daB zunachst ein prinzipiell 
analoger Abbauvorgang stattfinden kinnte, wie bei der alkoholischen 


1 Bei der Hypothese Kostytschews (Arch. f. wiss. Bot. 4, 181, 1927) 
wird nur ein nicht genauer prazisierter Zusammenhang der Citronensaure- 
bildung mit dem EiweiSstoffwechsel angenommen, jedoch die Citronensaure 
selbst vom Zucker hergeleitet. Ubrigens konnte ich bereits friiher auf einen 
gewissen Zusammenhang zwischen der Citronensaéurebildung und dem 
N-Stoffwechsel des Pilzes hinweisen (diese Zeitschr. 172, 324, 1926). 
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Garung und anderen Garungsprozessen, gemiB dem Neubergschen 
Abbauschema. 


2. Hypothesen, die zunichst nur der Citronensiurebildung aus 
Hexosen Rechnung tragen und zumeist die primare Bildung von Glucon- 
siure zur Voraussetzung haben. 


Zu 1. Durch die Versuche Amelungs', sowie durch eigene Ver- 
suche* konnte gezeigt werden, daB der ProzeB der Citronensiure- 
bildung leichter verstandlich erscheint, wenn derselbe auf die Siaure- 
bildung aus C,-Ketten zuriickgefiihrt wird, da die Citronensaurebildung 
aus recht verschiedenen C-Verbindungen, und zwar auch aus solchen 
mit drei und fiinf C-Atomen erfolgt. In diesem Zusammenhang kommen 
folgende Hypothesen der Citronensaiurebildung in Frage: 


a) Die Acetaldehydhypothese Eulers*. Nach diesem Forscher 
kénnte 1 Molekiil Citronensiure aus 3 Molekiilen Acetaldehyd hervor- 
gehen, nach dem Schema: 


HCH,.CHO  CH,.COOH 
| 

OCH.CH,* —> COH.COOH 

HCH,.CHO CH,.COOH 


Zu dieser Vorstellung kann auf die Diskussion Butkewitschs* 
verwiesen werden. Ferner suchte dieser Autor auch einen experimentellen 
Befund gegen diese Anschauung zu‘erbringen, indem er zeigte, daB 
aus Rohrzucker 85,5°,, an Citronensiure gewonnen werden kénnen, 
wahrend zufolge der Acetaldehydhypothese héchstens 71 °,, zu erwarten 
waren; allerdings erscheint das Ergebnis eines einzelnen Versuchs fiir 
derart weitgehende SchluBfolgerungen nicht ausreichend zu_ sein. 

Zu beriicksichtigen ist jedenfalls, daB Eulers Hypothese in eine 
Zeit zuriickreicht, in der noch kein so tiefer Einblick in den Chemismus 
der alkoholischen Garung méglich war wie heute. Wenn zwischen dem 
Chemismus der alkoholischen Garung und der Citronensdurebildung 
irgendwelche Zusammenhange bestehen, so werden sich diese, wie auch 
Butkewitsch (a. a. O.) betont, auf friihere Stadien des Zuckerabbaues 
beziehen, die nimlich der Acetaldehyd- und Brenztraubensaurebildung 


vorangehen. 


1 Amelung, H. 166, 161, 1927. 

2 Bernhauer, diese Zeitschr. 197, 327, 1928. 

3 Euler, Grundlagen und Ergebnisse der Pflanzenchemie, 3. Teil, 
8. 182, 1909. 

* Die Oxydation der Methylgruppe zur Carboxylgruppe erscheint 
nicht unméglich, da ja Asp. nig. z. B. Essigséure in Oxalsaure iiberzufiihren 
vermag (Walker, Subramaniam und Challenger, Soc. 1927, 8. 200). 

* Butkewitsch, diese Zeitschr. 142, 195, 1923. 
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b) Hypothesen, die an die Aldolisierung der Brenztraubensiur: 
oder des Methylglyoxals ankniipfen. Infolge der weitgehenden Einheit- 
lichkeit im Kohlehydratabbau durch verschiedene Organismen war 
es verlockend, zu versuchen, ob auch der ProzeB der Citronensiure. 
bildung durch Pilze in Beziehung zu den sonstigen Umwandlungen der 
Kohlehydrate gesetzt werden kann. Hierbei erschien der Chemismus 
der Buttersiuregiirung von besonderem Interesse, da bei diesem Prozeti 
synthetische Vorginge von entscheidender Bedeutung sind (Newberg 
und Arinstein'). 

In Analogie dazu kénnte man sich vorstellen, daB der Citronen- 
sdiurebildung ahnliche Kondensationsvorginge von C,-Ketten voraus- 
gehen und im AnschluB daran Oxydationsprozesse verlaufen, woraus 
sich folgendes Schema ergeben kénnte, das an die Aldolisierung der 
Brenztraubensaure ankniipft: 


CH,.CO,COOH CH,.CO.COOH CH,.COOH 
| | 
CH,.CO.COOH —» CH,.C.COOH —» C(OH).COOH 
| | 
CH,.CO.COOH CH,.CO.COOH CH,.COOH 


Dieses Schema wiire prinzipiell analog der von Euler (a. a. O.) 
angenommenen Moéglichkeit der Citronensaurebildung aus Acetaldehyd. 
AuBerdem kann man folgende Méglichkeit in Betracht ziehen, deren 
Grundlage die leichte Reaktions- und Kondensationsfahigkeit des 
Methylglyoxals bildet: 


CH,.CO.CHO CH,.CO.CHO CH,.CO.CHO 
CHO.C(OH):CH, —» CH.C(OH):CH, —> CH.C(OH): CH, 
CH,.CO.CHO ¢H,.cOo.cHO CH,.cO.CHO 
CH, .COOH 
_» ((oH).cooH 
bH,.cooH 


Es ergeben sich jedoch auch gegeniiber diesen Vorstellungen 
erhebliche Schwierigkeiten, wie noch gezeigt werden wird. 

Zu 2. Die nun zu besprechenden Hypothesen gehen zumeist von 
der primaren Bildung der Gluconsaure aus. Obzwar es wohl gelungen 
ist, Gluconsdure im gleichen AusmaBe wie Glucose in Citronensaéure 
iiberzufiihren und so dieselbe als Zwischenkérper bei dem betreffenden 
Vorgang zu erweisen?, so kann sie dennoch nicht als notwendiges 
Zwischenprodukt aufgefaBt werden, da Citronensdurebildung auch 


1 Neuberg und Arinstein, diese Zeitschr. 117, 267, 1921. 
2 Bernhauer, ebendaselbst 197, 327, 1928. 
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aus Stoffen erfolgt, bei deren Umwandlung niemals Gluconsaure er- 
halten wurde, wie C,- und C,-Verbindungen, Fructose usw. 

a) Die Glucuronsiurehypothese. Nach Butkewitsch' kénnte die 
Citronensaurebildung nach folgendem Schema erfolgen: 


CHOH CHOH CHOH CHOH 
HOOC—CHOH | —» HOOC—C.OH 
CHO CHOH CHOH CHOH 
CH,.COOH 


— HOOC.C.OH 
CH, .COOH 


b) Die 2-Ketogluconsdéurehypothese nimmt einen analogen Re- 
aktionsverlauf an. 

Diese beiden Hypothesen, die eine innere Aldolkondensation mit 
Aufspaltung des gebildeten Fiinferringes zur Grundlage haben, scheinen 
etwas abseits von den sonstigen Vorstellungen vom Kohlehydratabbau 
zu liegen und entbehren jeder experimentellen Stiitze. 

c) Die Parasaccharinstiurehypothese. Diese Vorstellung wurde 
zuerst von Knoop und Windaus? diskutiert, deren Vorstellung tiber die 
Art der Parasaccharinsdurebildung ist jedoch bereits tiberholt. Auch 
Buchner und Wiistenfeld* halten die Citronenséurebildung aus Zucker 
iiber die Parasaccharinsiure oder einen Abkémmling derselben fiir 
wahrscheinlich. 

d) Die Ketipinstiurehypothese. Franzen und Schmitt* variierten 
die Parasaccharinsiurehypothese durch die Annahme, daB_ ,,Glucose 
zuerst auf die Stufe der Zuckersiure oxydiert und diese zu Ketipin- 
siure disproportioniert wird, die sich analog der Benzilsiureumlage- 
rung zu Citronensiure umformen kénnte, also nach folgendem 
Schema: 


COOH COOH COOH COOH 
CHOH CHOH CH, CH, 

CHOH CHOH co C(OH).COOH 
. —> . >> . —_> . 

CHOH CHOH CO CH, 

CHOH CHOH CH, COOH 
CH,OH COOH COOH 


1 Butkewitsch, diese Zeitschr. 154, 177, 1924. 

2 Knoop und Windaus, Chem.-Ztg. 29, 564, 1905. 

3 Buchner und Wiistenfeld, diese Zeitschr. 17, 395, 1909. 
* Franzen und Schmitt, B. 58, 222, 1925. 
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Tatsachlich ist es auch Walker, Subramaniam und Challenger’ 
gelungen, Zuckersaéure in den Pilzkulturen nachzuweisen, sowie diese 
selbst in Citronensaure tiberzufiihren, allerdings nur in recht geringeim 
AusmaBe. 

Zusammenfassend laBt sich sagen, dab die unter Punkt | erwahnten 
Hypothesen dadurch beeintrichtigt sind, daB bei der Umwandlung 
von Glucose in Citronensaure tatsachlich die Gluconsaure ein Zwischen- 
produkt darstellt und von dieser die fiir die betreffenden Hypothesen 
charakteristischen Reaktionsfolgen nicht mehr abgeleitet werden kénnen 
Dagegen verlieren wiederum die unter Punkt 2 besprochenen Hypo- 
thesen dadurch an Wahrscheinlichkeit, da8 die Citronensadurebildung 
auch aus C-Quellen erfolgt, die nicht in Gluconsiure iiberfiihrbar sind 
Diese Einschrankung gilt auch fiir die Ketipinsiurehypothese, fiir dic 
im ibrigen, wie erwahnt, einige experimentelle Stiitzen beigebracht 
werden konnten. Die Annahme Butkewitschs?, daB Glycerin zuniichst 
zu einer Hexose kondensiert wird, geniigt auch nicht zur Erklarung. 
da hierbei die Citronensiurebildung aus Pentosen nicht beriicksichtigt 
ist. Ein weiterer wichtiger Einwand gegen die unter 2. erwahnten 
Hypothesen ist die Tatsache, daB aus Fructose selbst niemals Glucon- 
siure erhalten wurde. Wie demnach ersichtlich, existiert keine Hypo- 
these, die allen bisher ermittelten Ergebnissen gerecht werden kénnte. 
Um die unter 2. erwahnten Hypothesen aufrechtzuerhalten, muB man 
die Annahme machen, da8 alle zur Citronensaiurebildung nicht direkt 
geeigneten C-Quellen zunachst in der Weise zerfallen, dab Spaltstiicke 
entstehen (C;-Ketten), die nach eventueller Kondensation zur Citronen- 
sdurebildung geeignet sind, ohne daf in diesen Fallen (wie aber auch bei 
Fructose usw.) Gluconsaure als Zwischenprodukt auftritt. 

In der vorliegenden Mitteilung sollen die unter 1. besprochenen 
Hypothesen der Citronensaurebildung eine experimentelle Bearbeitung 
erfahren. Bei der alkoholischen Garung, Buttersiuregirung usw. 
bildete die Festlegung der Acetaldehydstufe einen wichtigen prinzipiellen 
Anhaltspunkt zur Klirung des Chemismus dieser Prozesse, und ins- 
besondere die quantitative Feststellung der Aldehydmenge erméglichte 
bereits weitgehende Schliisse auf die stattfindenden Vorgange; weiterhin 
ergab sich, daB immer dann, wenn Acetaldehyd abgefangen wurde, der 
normale Vorgang sistiert war. Fiir die Giiltigkeit der unter 1. er- 
wahnten Hypothesen der Citronensdurebildung erschien daher auch die 
quantitative Festlegung des Acetaldehyds in Abfangversuchen von 
entscheidender Bedeutung und zugleich die Feststellung, ob hierbei 
der ProzeB der Citronensiurebildung aufgehoben werde. 


1 Walker, Subramaniam und Challenger, Soc. 1927, 8. 3044. 
2 Butkewitsch, diese Zeitschr. 142, 203, 1923. 
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Das Auftreten von Acetaldehyd in Pilzkulturen auf Zucker in 
Gegenwart von Natriumsulfit als Abfangmittel wurde bereits durch 
Neuberg und Cohen' festgestellt ; diese Versuche wurden vorgenommen, 
um das einheitliche Verhalten der verschiedenen Organismen hin- 
sichtlich der Bildung von Acetaldehyd zu zeigen. In Kulturen von 
Asp. niger wurden von den erwahnten Autoren nach 28tagiger Kultur- 
dauer Spuren von Acetaldehyd festgestellt. In diesem Zusammenhange 
ist ferner die Arbeit von Nagayama* iiber die Bildung von Acetaldehyd 
aus Brenztraubensaure durch verschiedene Pilze von Interesse. 

In der vorliegenden Untersuchung wurde der Acetaldehyd mittels 
Dimedon sowie Natriumsulfit festgelegt und quantitativ bestimmt. 
Trotzdem gleich anfangs festgestellt werden konnte, dab die auftretenden 
Acetaldehydmengen sehr gering sind, wurde doch nicht die Miihe 
gescheut und in einer groBen Anzahl von Versuchen die Bedingungen 
méglichst weitgehend variiert, um gréBere Mengen von Acetaldehyd 
zu erhalten. Dies gelang jedoch in keiner Weise, und die Héchstausbeute 
an Acetaldehyd konnte nicht tiber 0,6°, des verbrauchten Zuckers 
gesteigert werden. Verschiedene C-Quellen verhielten sich hierbei 
verschieden. Die gréBten Aldehydmengen wurden aus Rohrzucker 
und Fructose erhalten, wohl deshalb, weil Fructose nicht in Glucon- 
siure tibergeht, wahrend in Glucoseversuchen durch Bildung von 
Gluconsaure ein groBer Teil der Glucose dem Abbauvorgang, der zum 
Acetaldehyd fiihrt, entzogen wird; Gluconsiure selbst scheint nur in 
Spuren Acetaldehyd zu liefern. Durch die alkalische Reaktior der 
Fliissigkeit in den Abfangversuchen mit Natriumsulfit wird die Glucon- 
siurebildung bevorzugt, die Citronensiurebildung dagegen stark 
beeintrachtigt, so daB auch nur geringe Mengen von Ca-Citrat erhalten 
wurden. Da auch in Dimedonversuchen nur geringe Mengen von 
Citronensaure auftraten, ist wohl dadurch zu erkliren, daB das Dimedon 
eine Giftwirkung auf die Citronensiurebildung ausiibt; wie friiher 
gezeigt werden konnte, ist die Bildung der Citronensiure gegeniiber 
Giften sehr empfindlich®. 

Aus den nur geringen Mengen von Acetaldehyd, die in Abfang- 
versuchen erhalten werden konnten, sowie aus der Tatsache, daB in 
solchen Versuchen Citronensiure trotzdem gebildet wurde, kann man 
schlieBen, daB zwischen dem Auftreten des Acetaldehyds und den 
Umwandlungsprozessen, die zur Citronensiurebildung fiihren, keinerlei 
Beziehung vorhanden ist. Die Hypothesen der Citronensiurebildung, 
die an die Methylglyoxal- oder Brenztraubensiurestufe des Zucker- 
abbaues anschlieBen, kénnen daher experimentell nicht gestiitzt werden. 


1 Neuberg und Cohen, diese Zeitschr. 122, 204, 1921. 
2? Nagayama, ebendaselbst 116, 303, 1921. 
8 Bernhauer, H. 177, 86, 1928. 
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Uber Untersuchungen, die sich mit der Priifung der zweiten Haupt- 
gruppe der Hypothesen der Citronensiurebildung beschaftigen, soll 
spiter berichtet werden. 


II. Experimenteller Teil. 
A. Methodisches. 


Zur quantitativen Bestimmung des Acetaldehyds wurde nach Durch- 
fiihrung einer Anzahl von Vorversuchen ein Verfahren verwendet, das 
sich im wesentlichen an die Methode anlehnt, wie sie unter anderen von 
Klein und Pirschle' im AnschluB an andere Autoren, insbesondere 
Neuberg beschrieben wird. Das Verfahren beruht darauf, da8 der iiber- 
destillierte Acetaldehyd in gestelltem Natriumbisulfit aufgefangen und 
die Sulfitlauge zuriicktitriert wird. Allerdings wendeten die genannten 
Autoren das Verfahren in Fallen an, bei denen als Abfangmittel Dimedon 
verwendet wurde, wahrend in den vorliegenden Versuchen vornehmlich 
Na-Sulfit als Abfangmittel zur Anwendung kam. Es muBte daher so vor- 
gegangen werden, daB zunichst, wie bei Neuberg und Reinfurth® angegeben, 
eine bestimmte Menge der zu untersuchenden Fliissigkeit mit BaCl,-Lésung 
unter guter Wasserkiihlung gefallt und nach dem vollstandigen Absetzen 
des Niederschlags in gut verschlossenem Gefa6B (etwa 3 bis 4 Stunden) 
abgehebert und filtriert wurde; wie Kontrollbestimmungen zeigten, brachte 
Eiskiihlung keinerlei Vorteile, da die Lésungen sehr verdiinnt und die 
Aldehydmengen nicht groB waren. Bestimmte Mengen des klaren Filtrats 
wurden unter Zusatz von etwa 5g CaCO, destilliert. Das vorhandene 
Ba-Sulfit stért nicht, wie Leerversuche bewiesen. Der iibergegangene 
Aldehyd wurde in einer Peligot-Réhre in 10 bis 20cem n/100 Natrium- 
bisulfitlésung aufgefangen; deren Titer mu8 fast fiir jede Destillation 
ermittelt werden, da er nur etwa 3 bis 4 Stunden konstant bleibt. Es ist 
jedoch notwendig, noch eine zweite Peligot-Réhre mit Wasser vorzulegen, 
da die durchgehende Luft und Wasserdampf SO, mitreiBen und so den 
Titer der Sulfitlauge verandern. Bei Einhaltung dieser VorsichtsmaSnahime 
stimmten die ermittelten Werte gut iiberein. Weiterhin wurde an Stelle 
des von Klein und Pirschle verwendeten Rapidkiihlers ein guter Schlangen- 
kiihler aus Glas verwendet, der sich als vollkommen ausreichend erwies. 
Im iibrigen wurde eine analoge Apparatur wie von Klein und Pirschle 
verwendet ; die Destillation mit Wasserdampf konnte ebenfalls unterbleiben, 
wie Kontrollversuche zeigten®. 


B. Qualitative Abjangversuche mittels Natriumsulfit. 


Es -vurden zunachst durch eine Anzahl von Vorversuchen die all- 
gemeinen Bedingungen fiir die Abfangung von Acetaldehyd in den Pilz- 
kulturen zu ermitteln gesucht. Der Nachweis des Acetaldehyds erfolgte 
hierbei mittels der Riminischen Reaktion an je 2 ccm steril entonmmener 
Kulturfliissigkeit in analoger Weise wie bei Newberg und Reinfurth (a. a. O.) 


1 Klein und Pirschle, diese Zeitschr. 168, 340, 1926. 

2 Neuberg und Reinfurth, ebendaselbst 89, 365, 1917. 

®* Neuberg konnte schon zeigen, daB bei Gegenwart kleiner Aldehyd- 
mengen Glaskiihler véllig ausreichen (z. B. Klin. Wochenschr. 2, Nr. 31, 
1923). 
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durch Zusatz von 0,5cem 4° iger Nitroprussid-Natriumlésung und 1 cem 
3%iger Piperidinlésung. Die Intensitét der Reaktion ist in den Tabellen 
durch die Anzahl von Kreuzen angedeutet. 

Versuchsreihe 27. Versuche mit Na,SO, und CaS O,, sowie ohne Abfang- 
mittel, mit und ohne Stickstoffsalz in zweiter Kulturfliissigkeit. Zur Ent- 
wicklung der Pilzdecken wurden 50 ccm folgender Nahrlésung verwendet : 
10% Rohrzucker, 0,5°, Ammonnitrat, 0,1° KH,PO,, 0,05% MgS0O,, 
0,002% FeCl,; Entwicklung der Pilzdecken in 200-cem-Kolben, 4 Tage 
bei 35°. In zweiter Kulturfliissigkeit wurden 50 cem 10°,iger Rohrzucker- 
lésung verwendet und die Versuche bei 30° belassen; die Versuche wurden 
teils mit Zusatz von CaCO,, teils ohne dieses durchgefiihrt. Die sonstigen 
Versuchsbedingungen sind aus Tabelle I ersichtlich. 


Ergebnisse der Versuchsreihe 27. 


1. Es zeigte sich, daB nur bei Anwendung von Na,SO, Acet- 
aldehyd in den Kulturen auftritt; die Bildung von Citronensiure blieb 
zunachst zweifelhaft. 

2. Durch Ca-Sulfit konnte keine Abfangung von Acetaldehyd 
erzielt werden; dies stimmt mit dem Befund von Newberg und Cohen 
(a. a. O.) bei Aspergillus niger iiberein. 

3. In Gegenwart von Ammonnitrat in der Kulturfliissigkeit war 
die Anhaufung von Acetaldehyd geringer als ohne dieses. Dies war 
in den ersten Tagen besonders deutlich. 

In der Versuchsreithe 28 wurden analoge Versuche mit Glycerin und 
Ca-Gluconat ausgefiihrt, doch wurde von der Verwendung von Ca-Sulfit 
und Zusatz von Ammonnitrat bereits abgesehen, im iibrigen aber in gleicher 
Weise wie zuvor vorgegangen; doch wurden zur Entwicklung der Pilz- 


decken nur 0,2°%, Ammonnitrat verwendet. Die Versuche selbst wurden 
gleichfalls bei 30° durchgefiihrt (Tabelle IT). 


Ergebnisse der Versuchsreihe 28. 


1. Versuche mit Glycerin in Gegenwart von Na,SO, als Abfang- 
mittel ergaben gleichfalls starke Reaktion auf Acetaldehyd; dabei 
fehlte in diesen Versuchen Citronensiure ginzlich, die in Parallel- 
versuchen relativ reichlich gebildet wurde. 

2. Die analogen Versuche mit Ca-Gluconat ergaben das Auftreten 
eines Kérpers, der mit Riminis Reagens eine blaugriine Farbung ergab. 
In Versuch 321 war die Farbung am zweiten Tage griin, am vierten 
Tage blaugriin und spiter dunkelblau. Bei Versuch 322 trat zuerst 
eine geringe Griinfirbung auf, die an den spiteren Tagen intensiver 
und zuletzt dunkelgriin war. Bei Durchfiihrung der Reaktion zeigte 
sich, daB diese Farbungen an Intensitaét allmaihlich zunehmen und 
dann wieder verblassen. Ob diese Reaktion auch auf Acetaldehyd 
zurickzufiihren ist, blieb unentschieden. An dieser Stelle sei bemerkt, 
daB spitere, wiederholte Versuche mit Ca-Gluconat niemals Acet- 
aldehyd ergaben; mit Riminis Reagens trat niemals eine Firbung auf. 
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C. Versuche mit Dimedon als Abjangmittel. 


Nach den Ergebnissen von Neuberg bewihrt sich Dimedon sehr 
gut als Abfangmittel fiir Acetaldehyd bei der alkoholischen Garung 
und anderen Prozessen. Es sollte hier festgestellt werden, ob dieses 
Abfangmittel auch zur Festlegung des Acetaldehyds in Versuchen mit 
Pilzen brauchbar ist. 


Die Versuche wurden in der Weise durchgefiihrt, daB die Pilzdecken 
wie friiher auf eine 10°,ige Zuckerlésung gebracht wurden; das Dimedon 
wurde ebenso wie das CaCO, in fester Form zugesetzt, und zwar je lg 
pro Versuch. 

In den Versuchen 325 und 326 wurden die Pilzdecken mittels Nahr- 
lésung II* zur Entwicklung gebracht und sodann auf je 100 ccm einer 
10% igen Glucose- bzw. Fructoselésung gebracht; bei jedem Versuch 
wurden 3g CaCO, und 1g Dimedon zugesetzt; die Versuche verblieben 
bei 35°. 

Nach einer Versuchsdauer von 8 Tagen zeigte sich nur eine ganz 
schwache Reaktion auf Acetaldehyd. In gleichzeitig durchgefiihrten Ver- 
suchen mit Na-Sulfit konnten relativ erhebliche Mengen von Acetaldehyd 
abgefangen werden. In den Dimedonversuchen war die Glucose nach 
8 Tagen vollig verbraucht; Fructose war noch in einiger Menge vorhanden. 
Es geht daraus hervor, daB die zugesetzte Dimedonmenge fiir den Stoff- 
wechsel des Pilzes nicht schidlich ist. Trotzdem wurde so gut wie kein 
Ca-Citrat gebildet. 

In ahnlicher Weise verliefen die Versuche 327 und 328, bei denen in 
zweiter Kulturfliissigkeit nur 50 cem 10°iger Ghucose- und Frictoselésung 
verwendet wurden. Im iibrigen wurde in gleicher Weise wie in den friiheren 
Versuchen vorgegangen. Nach dreitagiger Versuchsdauer bei 35° wurden 
die Versuche abgebrochen. In beiden Versuchen war die Reaktion auf 
Acetaldehyd gleichfalls sehr schwach. Die Bildmng von Ca-Citrat blieb 
auch in diesen Versuchen zweifelhaft. 


Bei der Bestimmung des Acetaldehyds in den Dimedonversuchen wurde 
in analoger Weise vorgegangen, wie im Kapitel ,,Methodisches** beschrieben. 
Die Aldehydbestimmungen wurden nicht nur im Riickstand durchgefiihrt, 
nach dem Lésen desselben in 10°%,iger Sodalésung, sondern auch in de 
Kulturfliissigkeit selbst. 


Aus allen bisher erwahnten Versuchen l4Bt sich iibereinstimmend 
schlieBen, daB unter den gewahliten Bedingungen durch die Gegenwart 
von Dimedon die Bildung von Citronensfiure anscheinend vollsténdig 
unterbunden wird. Dies kénnte auf eine Giftwirkung des Dimedons gegen- 
iiber dem Enzymkomplex, an dem sich die Citronensdiurebildung vollziehen 
mag, zuriickzufiihren sein. Da naimlich keine Allgemeinvergiftung der 
Pilze stattfindet, geht daraus hervor, daB der sonstige Stoffwechsel nicht 
gehemmt wird, denn der Zuckerverbrauch geht genau so rasch vor sich 
wie ohne Zusatz von Dimedon. 

Auffallend in allen Versuchen war die geringe Eignung des Dimedons 
zur Abfangung des Acetaldehyds bei Aspergillus niger, wahrend es sich 


* 10% Rohrzucker, 0,2% NH,NO,, 0,1% KH,PO,, 0,05°% MgSO, 
0,005 % MnSQ,. 
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in Versuchen mit Hefen usw. sehr gut bewahrte. 


Man gewinnt daraus den 


Eindruck, als ob der Pilz das Acetaldomedon sofort wieder zerstéren wiirde. 
Zur Entscheidung dieser Frage wurden noch Versuche unter direktem 
Zusatz von Acetaldomedon durchgefiihrt. AuBerdem wurden in den Ver- 
suchen 327 und 328 die Menge des noch vorhandenen Dimedons ermittelt, 
zur Feststellung, in welchem AusmaBe dieses durch den Pilz verbraucht 
wird. 

Um das Dimedon bzw. Acetaldomedon annahernd zu _ bestimmen, 
kam uns die Beobachtung zugute, daB Dimedon in alkalischer Lésung 
fast genau 4Atome Jod pro Mol verbraucht, ferner die Tatsache, dab 
auch mit Kaliumpermanganat in schwefelsaurer Lésung ein Endpunkt 
annahernd erreicht werden kann, der zwar nicht genau stéchiometrischen 
Gesetzen entspricht, mit Hilfe dessen aber empirisch die vorhandene 
Dimedonmenge bestimmt werden konnte. Auf diese Weise konnten die 
auf verschiedenem Wege ermittelten Dimedonmengen verglichen werden. 
Stérend wirkte allerdings, daB das Acetaldomedon bzw. Dimedon mit Soda 
in Lésung gebracht werden muBte, da Soda an sich schon etwas Jod 
verbraucht. Doch konnte dieser Versuch empirisch ermittelt werden, und 
daher war immerhin eine annihernde Bestimmung médglich. Mit Hilfe 
dieses Verfahrens wurden die Dimedonmengen in den Versuchen 327 bis 330 
bestimmt (s. Tabelle III), da keine Glucose mehr vorhanden war, die mit 
Jod hatte reagieren kénnen. 


Zur Priifung der Frage, in welchem Ausma8 der Pilz Acetaldomedon 
angreift und weiterhin zur Feststellung, ob bei Gegenwart von Acetaldomedon 


Tabelle III. 





Versuchsnummer ...... - 325 326 327 328 329 330 











Clusia «cc ete cevee Glucose Fructose Glucose | Fructose Fructose 
Versuchsdauer......... 8 Tage 3 Tage 12 Tage | 19 Tage 
Analysenwerte : 
Pilzdecke. . .g 1,82 1,92 2,77 | 1,63 1,33 1,53 
CaO. -g 0493 0,295 | 0,369 | 0,223 Spuren 
CaCitrat. . . .g 0,81? 0,15? | 0,23? | 0,18? 0,24 0,53 
Ca Gluconat, berechnet . g 3,94 2,36? 2,95 1,82? 0 0 
‘ bestimmt .g | 2,14 1,61?° | 0,76 0,38? | O 0 

Zuckerverbrauch . . .g_ vollig | 9,07 vollig | 3,85 vollig 
Acetaldehyd in der 

Lésung. . mg Spuren 1,52 1,00 1,1 0 
Acetaldehyd im n Riick- 

stand. . . . mg Spuren 1,05 1,00 49,0 11,0 
Dimedon in Lésung 

(Jod-Meth.). ....g —- | -—- | 0,25 0,43 
Dimedon im Rickstand 0,7 0,73 

(Jod-Meth.) . ee] = - F 041 0,15 
Dimedon in Lésung 

(KMn0O,-Meth.) . .g _ — | 0,27 . 0,46 
Dimedon im Riickstand | 06 (0,99)* | 

(K Mn O,-Meth.) -Z — -- | | 0,40 0,16 


* Die Zahl diirfte nicht sehr verlaBlich sein, da durch K MnO, auch Fructose angegriffen 
wurde; der nach der Jod-Meth. erhaltene Wert diirfte besser sein, da nach Willstdtter Fructose 
durch Jod nicht angegriffen wird. 





fen 
nse 








Chemismus der Citronenséurebildung durch Pilze. IIT. 175 


Citronenséure auftritt, wurden die Versuche 329 und 330 durchgefiihrt. 
Die Pilzdecken wurden in gleicher Weise wie bisher zur Entwicklung gebracht 
und sodann auf 50 cem einer 10 °,igen Fructoselésung gebracht ; pro Versuch 
wurden 0,8 g Acetaldomedon (Fp. 139°) und 2g CaCO, zugesetzt. 


Ergebnisse der Versuche 329 und 330. 


Es zeigte sich, daB das Acetaldomedon durch die Pilzdecken 
zunachst gespalten wird; die am 12. Tage noch vorhandene Aldehyd- 
menge von 50mg entspricht 0,35 g Acetaldomedon, so dab bereits 
0,45 g Acetaldomedon gespalten sind. Die Bestimmung der Dimedon- 
menge ergab insgesamt etwa 0,66 g (bzw. 0,67 g nach der KMnQ,- 
Methode) Dimedon und Acetaldomedon, so daB bereits etwa 0,14 g 
Dimedon verbraucht sind. Am 19. Tage war das Acetaldomedon noch 
nicht vollstandig gespalten; es waren noch 11 mg Acetaldehyd, ent- 
sprechend 0,08 g Acetaldomedon vorhanden, demnach etwa 0,72 g 
des zugesetzten Acetaldomedons gespalten. Gesamtdimedon war noch 
in einer Menge von 0,58 g (bzw. 0,62 g nach der KMnO,-Methode) 
vorhanden, demnach etwa 0,2 g verbraucht. Die Versuche zeigen 
daher, daB die Spaltung des Acetaldomedons nicht mit dem Gesamt- 
verbrauch des Dimedons Hand in Hand gehen, sondern es tritt zunichst 
Aufspaltung des Acetaldomedons und Verbrauch des Acetaldehyds 
ein, und erst spiter wird auch das Dimedon verbraucht; es scheint 
nicht ausgeschlossen, dab hierbei ein bestimmtes Gleichgewicht be- 
steht. Jedenfalls ergibt sich daraus, daB Dimedon zur Festlegung 
des Acetaldehyds bei Pilzen nicht gut geeignet ist. 


D. Quantitative Vorversuche zur Abjangung von Acetaldehyd mittels Natrium- 
sulfit. 

Es sollte hier zunachst festgestellt werden, ob sich bei Verwendung 
von Natriumsulfit Acetaldehyd in fiir die quantitativen Bestimmungen 
ausreichenden Mengen anreichern lat. Hierbei wurden als Kohlen- 
stoffquellen Glucose, Fructose und Glycerin verwendet und gleichfalls 
Parallelversuche ohne Zusatz von Natriumsulfit durchgefiihrt. Alle 
diese Versuche sollten nur zur allgemeinen Orientierung dienen; die 
eingehendere Mitteilung derselben kann wohl unterbleiben. 


Ergebnisse der Vorversuche. 


1. Die unter den gewahlten Versuchsbedingungen auftretenden 
Acetaldehydmengen sind geniigend groB, um quantitativ bestimmt 
werden zu kénnen; hierbei wurden im allgemeinen aus Fructose die 
gréBten Aldehydmengen gewonnen. 

2. Wahrend in Parallelversuchen erhebliche Mengen von Citronen- 
siure auftraten (Versuche 335 und 336) war dies in Versuchen mit 
Na-Sulfit niemals der Fall. Aus Fructose wurde eine Ausbeute von 
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73,2 °%, an Citronensaure, berechnet auf verbrauchten Zucker, erhalten 
in Versuchen mit Na-Sulfit nur geringe Mengen. Allerdings sind dic 
ohne Na-Sulfit durchgefiihrten Versuche nicht als eigentliche Kontrol! 
versuche zu betrachten, da bei diesen ein anderes py vorhanden war 
das bekanntlich fiir die Citronensiurebildung sehr wesentlich ist. 

3. Die Versuche zeigten weiterhin, daB der gebildete Acetaldehy« 
ziemlich rasch wieder verschwindet, insbesondere in Abhiangigkeit 
von der jeweils noch vorhandenen Zuckermenge. Es ergibt sich daraus 
die Notwendigkeit fiir die Durchfiihrung von Zeitversuchen. 


E. Ermittlung der giinstigsten Versuchsbedingungen zur Abjangung von 
Acetaldehyd. 

Nachdem die Vorversuche ergeben hatten, daB Acetaldehyd in 
den Pilzkulturen in faBbaren Mengen auftritt, sollten hier méglichst 
giinstige Versuchsbedingungen fiir die Anhaufung desselben ermittelt 
werden. Als variable Faktoren kamen hier zunichst bei Verwendung 
eines bestimmten Pilzstammes in Betracht: Fliissigkeitsmenge, Zucker- 
konzentration, Sulfitkonzentration, Pilzdeckenentwicklung. 


In Versuchsreihe 31 wurde zunachst die Notwendigkeit der Durch- 
fiihrung von Zeitversuchen unter Verwendung von Fructose erwiesen. 
Die Entwicklung der Pilzdecken erfolgte mittels 100 cem der Nabrlésung I! 
4 Tage bei 35°; in zweiter Kulturfliissigkeit wurden je 50cem 10° iger 
Fructoselésung verwendet unter Zusatz von 2g Na-Sulfit und 2g CaCO,, 
im iibrigen wurde wie bisher vorgegangen. 

In den Versuchsreihen 32 bis 36 wurden bei Verwendung von Rohr- 
zucker die obenerwahnten Versuchsbedingungen variiert, wie aus Tabelle IV 
ersichtlich -ist; die sonstigen Versuchsbedingungen wurden analog den 
friiheren Versuchen gewahit. Wiedergabe der Analysenzahlen kann woh! 
auch hier unterbleiben. 








Tabelle IV. 
2. Kulturfliissigkeit 
a 1. Kulturfliissigkeit - - 
mabe” Miledekenenrwickeung sgh etiam | SulBtmens 

com % & 
32 109 cem Nahrlésung II * 50 10 2 
33 100 , I** 50 10 4 
34 100 , iS I 50 5 2 
i 100 , ° II 100 10 8 
36 100 , ° Il 50 10 4 
* «0.0. — ** 10%) Robrzucker, 0,1 9) NHyNO3, 0,1 %o KHgPO,, 0,05 %/o MgSO,. 


Zusammenfassung der Ergebnisse der Versuchsreihen 31 bis 30. 

1. Die gréBte Aldehydmenge wurde aus Fructose abgefangen; 
die Ausbeute war 0,5 bis 0,6°% an Acetaldehyd, berechnet auf ver- 
brauchten Zucker. Die prozentuale Ausbeute blieb bereits vom zweiten 
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Tage an fast konstant, wahrend die absolute Aldehydmenge noch 
weiter anstieg; die Zuckermenge ging ziemlich rasch herunter. 


2. Die Rohrzuckerversuche ergaben, dab bei Verwendung griBerer 
Sulfitmengen die Ausbeute an Acetaldehyd erhéht werden kann (im 
Verhaltnis Rohrzucker : Na-Sulfit = 5:4). Die Verwendung einer 
niedrigeren Zuckerkonzentration (5°) bietet keine besonderen Vorteile ; 
die prozentuale Ausbeute scheint jedoch in den Anfangsstadien erhéht 
zu sein. Die Einwirkung stark entwickelter Pilzdecken (Versuchs- 
reihe 36) bietet keinerlei Vorteile, da die Verarbeitung des Zuckers 
und damit. des Aldehyds zu rapid vor sich geht. Ebensowenig ist die 
Darbietung gréBerer Fhissigkeitsmengen fiir die Anhiufung des 
Aldehyds giinstig (Versuchsreihe 35). 


Zusammenfassend 14Bt sich demnach sagen, dab unter den ge- 
wahlten allgemeinen Bedingungen die Verwendung von 50 ccm 10 °,iger 
Zuckerlisung bei Zusatz von 8°, Na-Sulfit am _ giinstigsten er- 
scheint, wobei die Pilzdecken (bei Verwendung von 500-ccm-Erlen- 
meyerkolben) am besten mittels 100 ccm der Nahrlésung I zur Ent- 
wicklung gebracht werden. Als Versuchstemperatur kénnen 34 bis 35° 
gewahlt werden. 


3. Weiterhin zeigten die Versuche, daB Schwankungen in den 
Acetaldehydmengen auftreten, und zwar in Abhangigkeit von der 
jeweils noch vorhandenen Zuckermenge; es erweckt den Anschein, 
daB der Aldehyd verbraucht wiirde, sobald die Zuckerkonzentration 
unter ein bestimmtes, Minimum heruntergeht. Jedenfalls ergibt sich 
aus den Versuchen die Notwendigkeit, Parallelversuche durchzufiihren, 
um verlaBlichere Mittelwerte zu erhalten. 


F. Quantitativer Vergleich der Acetaldehydbildung aus verschiedenen Kohlen- 
stoffverbindungen. 


In den Versuchen dieses Abschnittes (Versuchsreithen 37 bis 40) 
wurde ein Vergleich der aus verschiedenen C-Verbindungen abfang- 
baren Acetaldehydmengen durchgefiihrt; es wurden hierbei die im 
vorigen Abschnitt ermittelten giinstigsten Versuchsbedingungen ein- 
gehalten. 

Zur Pilzdeckenentwicklung wurden 100cem der Nahrlésung I ver- 
wendet ; in zweiter Kulturfliissigkeit wurden 50 ccm einer 10°, igen Lésung 
der betreffenden C-Quelle verwendet, unter Zusatz von je 4g Na-Sulfit 
und 2g CaCO,; Versuchstemperatur 33 bis 34°. Die Versuchszeiten sowie 
die Analysenwerte sind in Tabelle V wiedergegeben. Eine Diskussion der 
Ergebnisse eriibrigt sich wohl. 

Anhangsweise sei noch angefiihrt, daB sich in Abjangversuchen mit 
Brenztraubensdure auch keine gréBeren Acetaldehydmengen nach- 
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Tabelle V. 
Analysenwerte (Mittelwerte pro Versuch 
, Acetaldehyd 
Versuchs« 
Vv hs. Ce iT] a ne 
fen a dauer vee reibe) Mycel =. anno 
Zucker 

Tage g g mg %lo 

378—380 2 0,63 0.90 1,82 0,2 

381—383 4 | | 0,95 1,50 3,10 0,2 
ge—895 | § |jRobraucker?) 1'19 | 202 607 = 0.3 
386—387 6 | (87) | 14024 S12. 0,34 
388—389 7 0,84 2,87 14,36 0.5 
390—392 2 0.70 1,00 3,48 0,32 
393—395 4 | Fructose | 1,15 1.86 6,13 0,33 
396-307 | 6 fH), 100 Bo 7.57 (0,25 
398—399 7 078 331 1839 0.56 
400—402 3 1,39 - 2,42 — 
403—404 5 | Glycerin | 1,47 _ 1,23 — 

405—406 7 | (39) | 1,56 — 2,25 - 
407—408 9 1.73 1 2/62 - 

411—413 3 1,53 2,21 3,13 0,14 
414—415 5 . | 1,48 2.39 4,36 018 
416—417 | 7 oe 1492.68 598 0,22 
418-419 | 9 (40) | 134 B44 730 O21 
421— 422 12 1,47 3,72 10,12 0,27 


weisen lieben, als in den bisherigen Versuchen und dab sich bei einigen 
gewohnlichen Versuchen, bei denen Brenztraubensaiure, sowie deren 
Na- und Ca-Salz in zweiter Kulturfliissigkeit dargeboten wurden, 
keine Citronensiurebildung feststellen lie}; es konnte nur Oxalsiiure 
nachgewiesen werden. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. In Abfangversuchen mit Natriumsulfit konnten gewisse Mengen 
von Acetaldehyd erhalten werden, die jedoch im Héchstfalle etwa 
0.6°,, des verbrauchten Zuckers ausmachten. Verschiedene C-Quellen 
verhielten sich hierbei verschieden; die giinstigsten Resultate ergaben 
Fructose und Rohrzucker, viel schlechtere Glucose, und am ungiinstigsten 
erwies sich Glycerin. 

2. Wegen der alkalischen Reaktion in den Abfangversuchen mit 
Natriumsulfit wurde Citronensdure nur in geringen Mengen gebildet 
in Dimedonversuchen dagegen wurde die Citronensaiurebildung woh! 
wegen der Giftwirkung des Dimedons auf dieselbe fast véllig gehemmt 

3. Dimedon bewahrte sich in Versuchen mit Aspergillus niger 
nicht gut als Abfangmittel fiir Acetaldehyd, da es durch denselben 
zerstort wird. 
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4. Da in den Abfangversuchen, trotz weitgehender Variation 
der Versuchsbedingungen, nur geringe Mengen von Acetaldehyd er- 
halten werden konnten, sowie auf Grund des Befundes, daB in diesen 
Versuchen trotzdem Citronensiure, wenn auch in geringerem Mabe, 
auftritt, kann geschlossen werden, daB zwischen der Bildung des Acet- 
aldehyds und den Umwandlungsprozessen, die zur Citronensiiure- 
bildung fiihren, keinerlei Beziehung vorhanden ist. Hypothesen der 
Citronensaurebildung, die an die Methylglyoxal- oder Brenz*rauben- 
saurestufe des Zuckerabbaues anschlieBen, kénnen daher experimentell 
nicht gestiitzt werden. 


12° 











Zur Biochemie der friihtreibenden Wirkung des Warmbades. III. 


Von 


Karl Boreseh. 


(Aus dem Laboratorium fiir Pflanzenernéhrung der landwirtschaftlichen 
Abteilung der Prager deutschen technischen Hochschule in Tetschen- 
Liebwerd.) 


(Eingegangen am 1. September 1928.) 


In der ersten Mitteilung iiber diesen Gegenstand! wurde gezeigt, dai 
sich die friihtreibende Wirkung eines lauwarmen Bades auf ruhende Winter- 
knospen unserer Holzgewichse vollkommen nachahmen lé6t, wenn man 
Knospen in einen luftverdiinnten Raum von der gleichen Temperatur 
und Sauerstoffspannung, wie sie im Warmwasserbad gegeben ist, waihrend 
einer der Badedauer entsprechenden Zeit halt. Bei Zimmertemperatur 
jedoch konnte eine derartige Luftverdiinnung ganz so wie das Baden der 
Knospen in kaltem Wasser nur einen geringen Treiberfolg erzielen, noch 
weniger wirksam war die Anwendung héherer Temperatur allein bei normaler 
Sauerstoffspannung. Durch die im Warmbad gegebene Kombination der 
héheren Temperatur mit der Sauerstoffarmut des Wassers entsteht wahrend 
des Bades in den Knospen eine Sauerstoffnot. Es lag daher der erstmalig 
von Nabokich? ausgesprochene Gedanke nahe, daB wahrend des Warm- 
bades in den Knospen Produkte der anaeroben Atmung entstehen, die 
als chemische Agentien das Wachstum stimulieren kénnten. 

Durch bessere Sauerstoffversorgung der Knospen waihrend des Warm- 
bades miiBte es dann mdglich sein, die ruheabkiirzende Wirkung des Warm- 
bades aufzuheben. Wie in der zweiten Mitteilung* berichtet wurde, suchten 
wir das Badewasser zunichst dadurch mit Sauerstoff anzureichern, dal 
wir einen langsamen Sauerstoffstrom wihrend der ganzen Badedauer 
hindurchleiteten. Auf diese Weise wurde nur eine méBige Verlangsamung 
im Austreiben warm gebadeter Linden- und Ulmenknospen erreicht. Erst 
im Winter 1926/27 wurden ruhende Zweige in einem mit Manometer ver- 
sehenen DruckgeféB warm gebadet, in welchem durch Einleiten von kom- 
primiertem Sauerstoff ein Druck von 4 Atm. wahrend der Badedauer 
aufrechterhalten wurde. Dadurch war es méglich, die Sauerstoffkonzen- 


1 K. Boresch, diese Zeitschr. 158, 313, 1924. 

2 A. J. Nabokich, Beih. z. bot. Centralbl. I, 26, 7, 1910; F. Weber, 
Sitz.-Ber. Wiener Akad. Wiss. 125, 189, 1916. 

3 K. Boresch, diese Zeitschr. 170, 483, 1926. 
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tration des Badewassers von 30°C auf etwa 100 ccm Sauerstoff in 1 Liter 
zu erhéhen, das ist etwa die 13fache Sauerstoffmenge, die 1 Liter Wasser 
von 30°C im Gleichgewicht mit der Luft bei gewéhnlichem Luftdruck 
enthalt. 

Warmbad bei héherer Sauerstof{fspannung. Versuchsbeginn am 26. No- 
vember 1926. In jeder der folgenden Gruppen vier Zweige. I. Unbehandelt. 
— II. 10 Stunden in Wasser von 31°C und bei gewéhnlichem Luftdruck 
warm gebadet. —- III. 10 Stunden in Wasser von 31°C bei 4 bis 4,5 Atm. 
Sauerstoffdruck warm gebadet. — Hierauf wurden alle Gruppen im Warm- 
haus aufgestellt. 

Corylus avellana (HaselnuBkatzchen). 30. November: In II Beginn 
der Lockerung. — 1. Dezember: In II Beginn der Streckung. — 2. De- 
zember: In II fast alle Katzchen gestreckt, in III beginnen vereinzelte 
Katzchen sich zu lockern, machen aber weiterhin keine Fortschritte. 
Katzchen in I ruhten noch am 13. Dezember und auch III machte noch 
fast den Eindruck der Ruhe. 

Robinia pseudacacia. 10. Dezember: II beginnt zu treiben, I und III 
in Ruhe. — 13. Dezember: In II drei Knospen in Entfaltung, I und II 
beginnt zu treiben. —- 17. Dezember: In I und III je eine Endknospe 
entfaltet, in II sind aber alle vier Endknospen entfaltet. I und ITI machten 
auch bis zum 25. Dezember keine Fortschritte. 


Quercus robur. 13. Dezember: In II zwei Knospen in Entfaltung, 
in I beginnen sie zu treiben, III noch in Ruhe. — 17. Dezember: Auch 
in III Beginn des Austreibens. — 25. Dezember: I und III noch in den 
ersten Stadien des Austreibens, in II zwei Endknospen entfaltet. 

Ulmus effusa. 17. Dezember: In II treiben zwei Endknospen. — 
25. Dezember: In II sind fiinf Knosper in Entfaltung, in I und III 
herrscht Ruhe. 

Acer pseudoplatanus. 25. Dezember: In II beginnen zwei Knospen 
zu treiben. — 7. Januar 1927: In I Ruhe, in II treiben mehrere Knospen, 
in IIT keine Fortschritte. 

Hoéherer Sauerstoffdruck wahrend des Warmbades kann somit die 
friihtreibende Wirkung desselben hemmen oder gar aufheben. Halten 
wir also an dem sehr ansprechenden Gedanken fest, da®B in den warm 
gebadeten Knospen infolge der Sauerstoffnot Stoffwechselprodukte der 
anaeroben Atmung entstehen, die als chemische Reizstoffe fiir das friihe 
Austreiben gebadeter Knospen verantwortlich zu machen waren, so fragt 
es sich, welche Stoffe hierfiir in Betracht kamen. 

In der ersten Mitteilung wurde die Bildung organischer Séuren in den 
warm gebadeten Knospen erwogen, die in Tier und Pflanze als Produkte 
unvollstandiger Oxydation angesehen wurden, wenn auch diese Anschauung 
auf Grund des Standes der heutigen Forschung nicht mehr so allgemein 
ausgesprochen werden kann. Seit den Arbeiten Jesenkos' ist es bekannt, 
daB Saéuren die Ruhe von Winterknospen abkiirzen kénnen. Wenn auch 
der direkte Beweis der Saéurebildung in warm gebadeten Knospen damals 
nicht erbracht wurde, schienen doch mit Blattstielen der Kapuzinerkresse 
ausgefiihrte Versuche diese Ansicht zu stiitzen. Unter den Bedingungen 
des Warmbades trat in diesem Material eine deutliche Vermehrung der 


1 F. Jesenko, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 30, 81, 1912. 
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freien nicht fliichtigen Séuren ein. Eine damals als Folge der Saurebildung 
ins Auge gefaBte Erniedrigung des py-Wertes der Knospengewebe erscheint 
heute nicht mehr so selbstversténdlich!. Sofern man iiberhaupt aus dem 
pu von PreBsaften auf die Reaktion der Gewebe schlieBen kann, scheinen 
auch die Unterschiede nicht groB zu sein, denn im vergangenen Winter 
aus je 200g unbehandelter und 14 Stunden bei 30°C warm gebadeter 
HaselnuBkatzchen hergestellte PreBsaifte ergaben bei der elektrometrischen 
Messung (Chinhydronelektrode) fast den gleichen py-Wert. Wie ein weiterer 
im vergangenen Winter ausgefiihrter Versuch mit HaselnuBkaétzchen 
ergab, scheint die fliichtige Saure im Warmbad etwas zuzunehmen. Das 
unter Einleiten von Wasserdampf gewonnene Destillat aus 200g un- 
behandelter HaselnuSkitzchen verbrauchte zur Neutralisation 3,65 ccm, 
aus warm gebadeten 4,70cem n/10 NaOH, der Unterschied von 1 cem 
wiirde, auf Essigsiture umgerechnet, einem Mehrgehalt von 6 mg Essigsaéure 
in den warm gebadeten Katzchen entsprechen. Solche Versuche mii®Bten 
weitergefiihrt werden, um sie zu einer Stellungnahme fiir oder wider die 
» Sdure“hypothese verwenden zu kénnen. 


In der zweiten Mitteilung wurde dann das Augenmerk auf die Ent- 
stehung eines anderen Produktes des anaeroben Spaltungsstoffwechsels 
warm gebadeter Knospen gelenkt, des Acetaldehyds. Fiirs erste ist der 
Acetaldehyd, der den Knospen in wasseriger Lésung durch ein Bad oder 
eine Injektion, oder in Gasform dargereicht werden kann, in geeigneter 
Konzentration ein sehr energisches Friihtreibmittel. Wenig héhere Kon- 
zentrationen schiadigen bereits die Knospen. Zu den friiher mitgeteilten 
Versuchen mit verschiedenen Knospen sei nachgetragen, daB die fiir das 
Friihtreiben von HaselnuSkatzchen giinstigste Konzentration bei etwa 
0,30 g Acetaldehyddampf in 3 Liter Luftraum (rund 0,01 Vol.-°%) liegt. 
Die Katzchen der Bluthasel sind, wie gegeniiber dem Warmbad auch gegen 
die Aldehydbegasung empfindlicher als griinme Katzchen. Formaldehyd 
scheint noch intensiver als Acetaldehyd zu wirken. 


Weiter konnte im Destillat aus den warm gebadeten Katzchen der 
Acetaldehyd durch die Blaufirbung auf Zusatz von Nitroprussidnatrium 
und Piperidin auch direkt nachgewiesen und aus der Intensitaét der Blau- 
farbung geschlossen werden, daB kalt gebadete oder nur warm gestellte 
Katzchen weniger Acetaldehyd als warm gebadete enthalten, ganz in Uber- 
einstimmung mit der abgestuften Wirkung dieser Faktoren auf das Treiben. 
Von diesem Gesichtspunkte aus erschien auch die schon schadigende 
Wirkung eines allzu langen oder warmen Wasserbades verstandlich, ebenso 
die gleichsinnig abgestufte Empfindlichkeit mancher Knospen gegen 
Aldehyddampf und Warmbad. Auch die Ergebnisse der Versuche, in denen 
Aldehydabfangmittel in die Knospen eingefiihrt wurden, waren in Uber- 
einstimmung mit der ,,Acetaldehyd“hypothese zu bringen, und in derselben 
Richtung wiesen die Friihtreiberfolge, die wir mit der Einfiihrung von 
Acetaldehyd bildenden Stoffen in die Knospen erhielten. 


Als ein solcher Stoff kann schon der Zucker angesehen werden. Je nach 
den Umsténden konnte durch vorangegangene Erhéhung der Zucker- 
konzentration in den Knospen die friihtreibende Wirkung des Wasserbades 
verstarkt werden oder in eine schon schaidigende Wirkung umschlagen. 


1 Vgl. H. Ullrich, Planta 1, 567, 1926; S.H. Martin, Protoplasma 
8, 273, 1928. 
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Diese Befunde konnten durch weitere Versuche im Winter 1926/27, die 
wir nicht erst anfiihren wollen, bestatigt werden. Auch die auffallend 
starke friihtreibende Wirkung von Athylalkohol auf ruhende Knospen 
harmonierte mit dem Nachweis seiner teilweisen Uberfiihrung in Acetaldehyd. 
DaB Pflanzen aus Athylalkohol durch Oxydation sekundar etwas Acet- 
aldehyd bilden kénnen, ist bekannt'. Eine betrachtliche Abkiirzung 
der Ruheperiode von Winterknospen wurde ferner durch Injektionen mit 
Methylglyoxal, Brenztraubensdure und Muilchsdure erzielt. Alle diese 
biochemisch einander sehr nahe stehenden Stoffe kénnen in der Pflanze 
\cetaldehyd bilden. Was im besonderen die Milchséure anbelangt, so kann 
auch sie in der Pflanze Acetaldehyd liefern, wie schon Ciamician und 
Ravenna® beobachtet haben. Nach den Abfangversuchen von Klein und 
Pirschle (|. ¢.) mit zerquetschten Keimlingen scheint die Milchséure aller- 
dings kein besonders geeignetes Substrat fiir die Aldehydbildung im 
Pflanzenkérper zu sein. 

Schon wiederholt ist der Entstehung kleiner Acetaldehydmengen 
im Stoffwechsel der Pflanze eine physiologische Bedeutung zugesprochen 
worden. So vermutete Mazé* als Ursache fiir das leichtere Absterben 
starkefiihrender Samen unter Wasser die anaerobe Bildung von Acet- 
aldehyd, spater* machte er den von ihm in unreifen Mais- und Erbsen- 
samen aufgefundenen Acetaldehyd fiir das Nichtauskeimen solcher Samen 
verantwortlich. In gewissen Rosaceenfriichten bewirkt nach Griebel® der 
in ihnen auftretende Acetaldehyd durch Abtétung der Zellen die sogenannte 
,Inklusen“bildung. Amerikanische Autoren fiihren auch gewisse Krank- 
heiten von Birnen und Apfeln (..scald“, ,,breakdown") auf die Bildung 
von Acetaldehyd zuriick. Nachdem Power und Chesnut® im Acetaldehyd 
einen der fiir das Auftreten des ,,scald“ bei Apfeln maBgebenden Faktoren 
erblickt hatten, zeigten Harvey und Fischer’, daB bei einem Gehalt von etwa 
14 mg Acetaldehyd in 100g Birnenfrischgewicht stets wenigstens eine der 
beiden Krankheiten auftritt; besonders,die braun veriarbten Partien des 
Fruchtfleisches weisen einen hohen Acetaldehydgehalt auf. 

Ein interessantes Gegenstiick zu den hier kurz zusammengefaSten 
und erginzten Uberlegungen von der Bedeutung der im anaeroben Stoff- 
wechsel warm gebadeter Knospen gebildeten Garungsprodukte, insbesondere 
des Acetaldehyds, bilden die jiingst veréffentlichten Versuche Kakesitas* 
an Bryophyllum calycinum, einer durch ihr erstaunliches Regenerations- 
vermégen ausgezeichneten Crassulacee. An abgetrennten und auf feuchten 
Sand gelegten Blattern kommt es alsbald zur Ausbildung junger Pflanzchen, 


1 L. Elion, diese Zeitschr. 171, 40, 1926; G.Gorr und G. Perlmann, 
ebendaselbst 174, 425, 1926 und die in diesen beiden Arbeiten zitierte 
einschlagige Literatur. 

2G. Ciamican und C. Ravenna, Chem. Centralbl. 1919, ILI, 386; 
1920, I, 340; 1921, I, 95. 

3% P,. Mazé, Ann. Inst. Pasteur 1900, Nr. 14, 8S. 350. 

* Derselbe, C. r. 151, 1383, 1910. 

5 C. Griebel, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genubmittel 48, 
105, 1925. 

® F. B. Power und V. K. Chesnut, Journ. Amer. Chem. Soc. 42, 1509, 
1920. 

7 C. P. Harvey und D.S. Fisher, Journ. Agric. Res. 35, 983, 1927. 

®’ K. Kakesita, Jap. Journ. Bot. 4, 27, 1928. 
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ahnlich wie bei der bekannten Vermehrung von Begonien durch Blatt- 
stecklinge. Aber auch an der unverletzten Mutterpflanze kénnen solch: 
in den Blattrandkerben entstehende Neubildungen von Sprossen und Wurzeln 
unter dem EinfluB bestimmter Einwirkungen auftreten. Kakesita beob- 
achtete sie an den Blattern warm gebadeter Bryophyllumpflanzen 
(8 Stunden bei etwa 35°C), und dhnlich wirkte ein 48- bis 72stiindiger 
Aufenthalt der Pflanzen in einer Wasserstoffatmosphare bei 20°C oder 
unter aeroben Bedingungen ein plétzlicher Temperaturanstieg auf mehr als 
30° C. Die Verhiltnisse liegen hier also sehr ahnlich wie bei der Erweckung 
ruhender Winterknospen durch derartige Einwirkungen. GemaBS der 
Gleichartigkeit seiner Befunde mit den unsrigen an Knospen, versuchte 
es Kakesita auch mit der Einfiihrung von Stoffen, die zur alkoholischen 
¥irung in Beziehung stehen, in die Blatter seiner Versuchspflanze. Er 
injizierte in verschiedene Teile der Blatter 0,01- bis 0,5°%ige Lésungen 
(0,3 bis 1 cem) von Aceton, Acetaldehyd, Athylalkohol und Brenztrauben- 
sdure, zur Kontrolle Wasser, einmal oder an mehreren aufeinander folgenden 
Tagen und erzielte nach vielen erfolglosen Versuchen mit Injektionen von 
Acetaldehyd und Brenztraubenséure in die Blattstiele die Entstehung 
von Wurzeln, mit 0,5°%,iger Brenztraubenséure in die Blattstiele sogar 
das Auftreten von schmachtigen Sprossen, wihrend Aceton und Athy. 
alkohol in der gleichen Konzentration, ebenso bloBes Wasser wirkungslos 
war. Ein anderes Gegenstiick bilden die Untersuchungen von Niethammer' 
iiber die Stimulierung der Samenkeimung durch Acetaldehyd bei langsam 
und unvollkommen keimenden Samen. Nach ihren Angaben enthalten 
noch nicht keimfahige, ruhende Samen keinen Acetaldehyd, in keimfahigen 
Samen wird der Aldehydgehalt des lufttrockenen Samens durch die Quellung 
erhéht. Auch durch Frostwirkung und Warmbad kann der Aldehydgehalt 
von Samen gesteigert werden, und oft ist dadurch zugleich auch eine Be- 
giinstigung der Samenkeimung feststellbar. 


Weitere Aufschliisse iiber die Rolle des Acetaldehyds beim Friih- 
treiben waren von der Untersuchung der quantitativen Verhaltnisse 
des Stoffwechsels der Knospen zu erwarten. Diese Untersuchungen 
wurden in den Wintermonaten der Jahre 1926 und 1927 hauptsachlich 
an den von den Zweigen abgetrennten HaselnuBkatzchen ausgefiihrt. 
Dieses leicht beschaffbare Material? ist hierfiir besonders gut geeignet, 
weil die Katzchen in ihrer Hauptmasse aus ruhenden Knospen, den 
miannlichen Bliiten, bestehen und auch im abgetrennten Zustande 
getrieben werden kénnen. Die Streckung von Haselnubkatzchen, die, 
losgelést von den Zweigen, warm gebadet worden sind, ist zugleich ein 
sehr sprechender Beweis fiir die streng lokalisierte Wirkung des Warm- 
bades. Ebenso wirkten andere Friihtreibmittel. 


1 A. Niethammer, Jahrb. f. wiss. Bot. 67, 223, 1928; diese Zeitschr. 
197, 241 und 245, 1928. 

2 Besonderer Dank gebiihrt meinem hochgeschitzten Kollegen, 
Prof. Dr. E. Gross, der mir zu diesem Behufe die selten schéne Haselnul- 
kollektion auf seinem Versuchsfelde in Tetschen-Liebwerd zur Verfiigung 
stellte. Dadurch konnte auch der etwaige Einflu8 des Sortencharakters auf 
die Versuchsergebnisse beriicksichtigt werden. 
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Diese Untersuchungen waren zunachst auf die Bestimmung der 
nach dem Warmbad in den Haselnu8kiatzchen enthaltenen Alkohol- 
und Acetaldehydmengen gerichtet, denn diese Mengen interessierten 
uns in erster Linie'. Bei der Fliichtigkeit beider Stoffe, insbesonders 
des Aldehyds, kénnen die nach dem Warmbad in den Katzchen vor- 
gefundenen Mengen nicht ohne weiteres als Ma8 fiir den tatsachlichen 
Umfang der Garungsspaltung gewertet werden. Abgesehen von dem 
positiven Ausfall der Reaktion mit Nitroprussidnatrium und Piperidin 
konnte der Acetaldehyd in den gesammelten Destillaten aus warm 
gebadeten HaselnuBkatzchen durch die Schmelzpunktsbestimmung 
seines Kondensationsproduktes mit Dimethylhydroresorcin (Aldomedon, 
Schmelzpunkt 139°) sichergestellt werden. Die Identifizierung des 
Athylalkohols im Destillat warm gebadeter Katzchen erfolgte als p-Nitro- 
benzoesdureester (Schmelzpunkt 57°). 


Methodisches. 


Zur Bestimmung des Acetaldehyds bedienten wir uns der Methode 
von Neuberg und Gottschalk*, die von ihnen zur Ermittlung des Acetaldehyds 
als Zwischenstufe bei der anaeroben Atmung héherer Pflanzen Verwendung 
fand und die Bestimmung sehr kleiner Aldehydmengen gestattet. Sie 
beruht darauf, daB bei der Reaktion des Aldehyds mit Hydroxylamin- 
sulfat Oxim und freie Schwefelséiure entsteht, die mit Natronlauge bis 
zur zwiebelgelben Farbe des als Indikator dienenden Methylorange titriert 
wird. Bei Beriicksichtigung der hydrolytischen Spaltung des zugesetzten 
Hydroxylaminsalzes durch eine Blindbestimmung liefert das Verfahren 
hinreichend genaue Werte. Der Athylalkohol wurde im aldehydfreien 
Enddestillat pyknometrisch bestimmt. = 


Bei unseren Versuchen gestaltete sich das Arbeiten in folgender Weise. 
200 g frisch abgepfliickte HaselnuBkaitzchen, die rund 40 bis 50°, Trocken- 
substanz enthalten*®, wurden warm gebadet oder je nach der Fragestellung 
einer anderen Vorbehandlung unterworfen, 200g Haselnu®Skatzchen 
(Kontrolle) blieben unbehandelt. Bei der Kiirze der Vorbehandlung ist ein 
durch eine eventuelle Mitbeteiligung von Mikroben an der Alkohol- und 
Aldehydbildung entstehender Fehler sicherlich nicht von Bedeutung, 
bei langer wahrenden Versuchen bot das Unterbleiben alkoholischer 
Gérungen in Parallelversuchen mit unbehandelten Katzchen die Gewihr 
fiir die Bedeutungslosigkeit etwa vorhandener Géarungskeime. An die 
Vorbehandlung schloB sich stets unmittelbar die Aufarbeitung an. Zu 
diesem Behufe wurde die Katzchenportion von 200g urspriinglichem 
Frischgewicht mit 500 cem Wasser nach Zusatz von CaCO, zur Abstumpfung 


1 In der vorangegangenen Mitteilung wurde das Auftreten von Alkoho! 
noch nicht beachtet, nur die Jodoformreaktion deutete in dieser Richtung. 

2 C. Neuberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 146, 164, 1924; 160, 
256, 1925. 

8 Im Friihjahr, zur Zeit der beginnenden Streckung, sind die Katzchen 
wasserreicher, wir fanden zu dieser Zeit nur etwa 30% Trockensubstanz vor. 
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der organischen Sauren der Destillation im Wasserdampfstrom unterworfen. 
An den 1 m langen Liebigschen Kiihler schioB sich ein von Eiswasser ur- 
gebener Schlangenkiihler von 175¢em Rohrlange, der in die eisgekiih|te 
Vorlage miindete. Die Destillation wurde unterbrochen, sobald das Destillat 
300 ccm betrug. 


Die eine Halfte des Destillats (entsprechend 100g Katzchenfrisch- 
gewicht) diente der Aldehydbestimmung und wurde iiber Bleicarbonat, 
dann iiber einigen ‘Tropfen  verdiinnter Schwefelséure anreichernd 
destilliert, bis das Enddestillat genau 25 cem betrug. Nach vorsichtigem 
Umschwenken desselben wurden davon zweimal 10 ccm mit 0,3 cem einer 
4% igen Hydroxylaminsulfatlésung bei 30° zur Oximbildung angesetzt 
und nach einer Stunde mit n/10 NaOH und Methylorange als Indikator 
aus einer Mikropipette titriert. Die zur Neutralisation der zugesetzten 
Menge Hydroxylaminsulfat bendédtigte Laugenmenge wurde in Abzug 
gebracht. 


Die andere Halfte des ersten Destillats wurde auf Alkohol verarbeitet. 
Nach Zerstérung des Acetaldehyds durch Silberoxyd wurde auch sie der 
anreichernden Destillation iiber Bleicarbonat und verdiinnter Schwefe!.- 
siure unterzogen, wobei jeweils bis zam Ubergehen des halben Kolben- 
inhalts destilliert wurde. Das letzte Destillat von 25 cem diente der pykno- 
metrischen Bestimmung des Alkohols. Bei dieser Ermittlung stérte lediglich 
das aus den HaselnuSkatzchen in kleiner Menge mit iibergehende fliichtige 
Ol etwas. Der Versuch, es mittels zugesetzter Pottasche zur vollkommenen 
Abscheidung zu bringen, scheiterte an seiner geringen Menge. Der dadurch 
bedingte Fehler wurde daher so ausgeschaltet, daB8 im Destillat frischer 
unbehandelter HaselnuSkatzchen, die praktisch keinen (oder héchstens 
Spuren) Alkohol enthalten, der scheinbare Alkoholgehalt des Destillats 
ermittelt und vom Alkoholwert der Destillate behandelter Katzchen in 
Abzug gebracht wurde. 

Der Alkoholwert des Destillats aus 100g frischen unbehandelten 
Haselnu8katzchen stellte sich wie folgr: 





’ Alkoholwert des Destillates 
Zeitpunkt der Untersuchung HaselnuBsorte aus 100g Katzchen 
£ 
10, XII. 1926... .... | Burchardts ZellernuB | 0,025 
PO re een = Garibaldi 0,021 
ee «0 RPE a “ | 0,025 


Aus der Gleichheit dieser Werte und nicht minder aus dem Umstand, 
da8 in unseren zahlreichen Versuchen der Alkoholwert des aus 100 ¢ 
Katzchen gewonnenen Destillates niemals unter 0,020 bis 0,025 g sank, 
dieser Grenzwert aber wiederholt und auBer den oben angefiihrten Sorten 
auch bei ,,Atlas“, ,,ZellernuB von Trient‘‘ und ,,WeiBer Lambertsnul* 
erreicht wurde, schlieBen wir, da8 ziemlich unabhangig von der Sorte 
dem im Destillat enthaltenen fliichtigen Ol ein Alkoholwert von 0,025 ¢ 
entspricht. Wir haben daher diesen Betrag stets von der pyknometrise! 
ermittelten Alkoholmenge in Abzug gebracht. Die im folgenden mitgeteilten 
Alkoholmengen in 100g Frischgewicht sind also stets um diesen Betrag 
kleiner als die aus dem spezifischen Gewicht der Destillate erhaltenen 
Werte. 


we 
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Alkohol- und Aldehydmengen in HaselnuBSkatzchen 
unmittelbar nach dem Warmbad. 


Die im Winter 1926/27 begonnenen Untersuchungen fielen bereits 
in eine Zeit, in der die freiwillige Ruhe der HaselnuBkatzchen schon 
ausgeklungen war. Aus Tabelle I ist aber zu ersehen, daB der Einflu& 
des Warmbades auf den Spaltungsstoffwechsel noch ruhender Katzchen 
kein anderer ist, wie die im Oktober des darauffolgenden Winters 
durehgefiihrten Versuche ergaben. 





Tabelle I. 
In 100 g urspr. In 100 g 
Frischgewicht Trockensubstanz 
Datum Sorte ratte Gas pear pee 
; Vorbehandlung Ajkohol Aldehyd Alkohol Aldehyd 
i ~ m | 8 mg 
1926 
4. XI. f { Warm gebadet 
| Burchardts Zellernub | 30° 7 Std. 0,339 —* 0,653 
10. XII. Unbehandelt ” ” —_ — 
21. XIL. F Warm gebadet 
1927 Garibaldi- - -- +--+: 31° 7 Std. 0,326 2.0 -- -- 
LW | Unbehandelt s | —*T 
1b. L { Warm gebadet 
| Atlas (Katzchen in be- 31° 8 Std. 0,333 18 1,085 57 
4 { ginnender Lockerung) | Seoues nine . _ 
21.1 | nbehande , 7 - 
29. I. JF Warm gebadet 
| Weige Lambertsnus |) Warn eeratet pag 01 arto) 42 
29, 1, || (nicht gelockert) || Untehandelt | 0,086| 0.9 | — 
13 1 { Warm gebadet 
Rotblattr. ZellernuS 31? 7 Std. 0,427; 2.2 1,021; 53 
8. 1. ‘nicht gelockert) Ww badet ; 
IJ (ieet eeoceert) Were fend, | 0519 = 22° /oger | 41 
31. X. Burchardts We | Warm gebadet 
ZellernuB | phy | 9_.320 7 Std. 0,865 1,7 0973) 4.6 
31.X. || Garibaldi | *8"° | Unbehandelt ae Ye eens ee 


* Nicht bestimmt. 


Aus den Zahlen der Tabelle I ist zu ersehen, daB die Menge des 
Alkohols und Aldehyds in den 7 Stunden bei 31° C gebadeten HaselnuB- 
katzchen im groBen ganzen von der gleichen GréBenordnung und 
ziemlich unabhangig von der Zeit und der Sorte ist. Nur die Katzchen der 
Bluthasel (Rotblattr. ZellernuB) enthielten nach dem Warmbad gréBere 
Alkohol- und Aldehydmengen, bezogen auf das urspriingliche Frisch- 
gewicht; vielleicht liegt diesem Verhalten ein héherer Zuckergehalt' 
der roten Katzchen zugrunde, und im Zusammenhang damit ware die 
groBere Empfindlichkeit der Bluthaselkatzchen gegeniiber dem Warm- 
bad verstandlich. Bezieht man jedoch die gefundenen Mengen auf 


1 Unsere Bestimmungen gestatten kein abschlieBendes Urteil. 
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100 g Katzchentrockensubstanz, dann gleichen sich die Unterschiede 
zwischen roten und griinen Kiatzchen ziemlich aus, weil die von wns 
verwendeten griinen Kiatzchen meist wasserreicher waren als ic 
Katzchen der Bluthasel. 


In unbehandelten Katzchen finden sich Alkohol und Acetaldehvyd 
nur in Spuren bis in praktisch nicht mehr nachweisbaren Mengen vor 
Da die Méglichkeit bestand, daB so kleine Mengen schon durch kurze 
Lagerung der abgenommenen Katzchen im Haufen, besonders bei cer 
héheren Temperatur im Zimmer, entstanden sein konnten, wurden 
in einem eigenen Versuche abgepfliickte Katzchen in einfacher Schicht 
auf ein Sieb gebreitet, auf diesem eingebracht und sofort untersucht 


Tabelle II. ,,Atlas“. 





In 1% g frischer Katzchen 





Datum Zustand ~ Alkohol Aldehyd 
g mg 
29. XI. 1927 aa RS pale tae 0,010 0,3 * 
21. I. 1927 Beginnende Lockerung .. . 0,013 0,7 * 


* Diesen kleinen Aldehydmengen entsprach auch das Auftreten einer bloBen Griinfarbung 
des Destillates nach Zusatz von Nitroprussidnatrium und Piperidin. 


Aus den in Tabelle Il vermerkten Ergebnissen muB geschlossen 
werden, daB auch schon unter natiirlichen Bedingungen in den Katzchen 
der HaselnuB kleine Mengen von Alkohol und Acetaldehyd vorgebildet 
sein kénnen, die im Friihjahr kurz vor der Streckung der Katzchen mit 
dem Anstieg der Temperatur noch etwas zunehmen diirften. Die Auf- 
findung dieser Stoffe deutet auf das Bestehen einer schwachen Garungs- 
spaltang auch wahrend der Ruheperiode. Die Bedingung _hierfiir. 
mangelhafte Sauerstoffversorgung, ist ja in den fest geschlossenen 
Kiatzchen, noch mehr in den von Knospenschuppen dicht umbhiillten 
Knospen anderer Holzgewichse als gegeben anzunehmen. Durch das 
Warmbad aber tritt diese ,,intramolekulare Atmung™ der Katzchen 
stark hervor, kenntlich an der Anhaufung des Alkohols und dem Anstieg 
des Aldehydgehaltes. 


Zu ahnlichen Ergebnissen fiihrte ein mit Maiblumenkeimen (Con- 
vallaria majalis) am 16. November 1927 ausgefiihrter Versuch. Die 
Maiblumenknospen wurden 11 Stunden in Wasser von 32°C gebadet' 
und lieferten in 100 g Frischgewicht (ohne Rhizom und Wurzeln): 


1 Diese Temperatur und Dauer des Warmbades geniigt nach Molisch 
(Pflanzenphysiologie, Jena 1916, S. 169), und wie wir uns auch selbst 
iiberzeugt haben, zum Friihtreiben. Um Weihnachten standen die Mai- 
gléckchen in Bliite. 
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Maiblemenknospen Alkohol Acetaldehyd 
£ me 
Warm gebadet .... 0,152 05 
Unbehandelt. . . . .. 7) 4 


Also auch hier das gleiche Bild wie bei den HaselnuBkatzchen: Im 
Warmbad eine Anhaufung der anaeroben Spaltungsprodukte des 
Zuckers. 


Obwohi im Warmbad der Sauerstoffzutritt nicht ginzlich unter- 
bunden ist und die Badedauer nur 7 bis 8 Stunden wiahrte, kommen 
die in warm gebadeten HaselnuBkitzchen enthaltenen Alkohol- und 
Aldehydmengen den Ausbeuten nahe, die in den Versuchen von Neuberg 
und Gottschalk' in Zuckerlésung suspendierte zerkleinerte Samen 
innerhalb dreier Tage im Wasserstoffstrom ohne Abfangmittel geliefert 
haben. Hier ihre auf 100 g lufttrockene Samen umgerechneten Aus- 
beuten: 





Alkohol Acetaldehyd 
xg mg 
Erbsensamen - — 4 
Puffbohnensamen - ry 4 


Auch in den warm gebadeten Kitzchen iibertrifft der Alkohol den 
als seine Vorstufe zu wertenden Aldehyd betrachtlich. In den Ver- 
suchen von Neuberg und Gottschalk stellt sich das Verhaltnis von 
Aldehyd zu Alkohol bei den Erbsensamen auf | : 590, bei den Puffbohnen 
auf 1; 160, in unseren Versuchen mit HaselnuBkatzchen auf 1: 198 im 
Mittel*?. Da der wahrend des Warmbades sich verfliichtigende Anteil 
beim Acetaldehyd gréBer sein wird als beim Alkohol, ist ein noch engeres 
Bildungsverhaltnis der beiden Stoffe anzunehmen. In den warm 
gebadeten Maiblumenkeimen betragt das Verhiltnis der nach dem 
Warmbad vorgefundenen Stoffe 1 : 304. 


Die nachfolgenden Versuche (Tabelle III) zeigen den EinfluB der 
Badetemperatur auf den Gehalt der HaselnuBkitzchen an diesen 
Stoffen nach dem Bade. 


1 C. Neuberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 160, 257, 1925. 

2 Nach J. Stoklasa und J. Pénkava (Chemie der Zelle und Gewebe 
12, 362, 1926) bildeten im Wasserstoffstrom in Wasser liegende Zucker- 
ribenwurzeln Aldehyd und Alkohol in einem Mengenverhiltnis 1: 108, 
Kartoffelknollen in einem solchen von 1:41 bis 55. 
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Tabelle III. 

In 100 g urspriing 

Datum Sette Dauer und Temperatur ___ Frischgewicht 

, des Wasserbades Alkohol Acetalde: yd 

1927 g mg 
16. I. Burchardts Zellernul 21 Stunden bei 20°C =0.313 1.4 
18. I. |) Atlas (im Beginn der { 8 . » 30 0,333 1.8 
17. Lif Lockerung) ll 6%, x a 0,296 2.1 
l 81, , ,. 16* 0,225 1,2 
8. XII. } Barrs Spanische (fest) 8, , » 30* 0,558 2.0 
| |} 8%, » 86° || 0485 4,0 


* Hierauf 44 Stunden im Warmhaus gelagert. 


Die fiir den Friihtreiberfolg optimale Wassertemperatur von 30° ( 
beeinfluBt gemaiB der Erwartung den Stoffwechsel der Katzchen nicht 
anders als eine héhere oder niedrigere. Es bestehen nur quantitative 
Unterschiede. Bei tiefer Temperatur des Badewassers ist der Unifang 
der Garungsspaltung in den HaselnuBkatzchen kleiner als im Warmbad 
von 30° C und scheint selbst bei einer langeren Dauer des kalten Bades 
nicht ganz an den Umsatz im Warmbad heranzukommen. Den im 
kalten Wasser gebildeten kleineren Alkohol- und Aldehydmengen 
entspricht der geringere Friihtreibeffekt, der sich mit einem Kalt- 
wasserbad erzielen laBt. Bei der iiberoptimalen, das Treiben der Katzchen 
bereits schidigenden Temperatur von 37°C sehen wir gleichfalls einen 
Anstieg des Aldehydgehalts in Ubereinstimmung mit unseren friiheren 
Befunden, jedoch eine Abnahme des Alkoholgehalts gegeniiber dem 
Warmbad von 30°. Angesichts der Zunahme des noch fliichtigeren 
Acetaldehyds ist nicht anzunehmen, da8 der Mindergehalt an Alkoho! 
durch Entweichen aus dem wirmeren Badewasser hervorgerufen sein 
kénnte, eher scheint bei der Temperatur von 37° schon die anaerobe 
Zuckerspaltung selbst irgendwie gelitten zu haben. Die Folge davon 
ist, daB das Aldehyd-Alkoholverhaltnis hier am kleinsten ist (1: 12! 
Die bereits schidigende Wirkung des Warmbades von 37° muB nicht 
allein der Erhéhung der Aldehydkonzentration zugeschrieben werden 
auch der Alkohol kann trotz seiner etwas geringeren absoluten Menge 
dank der héheren Einwirkungstemperatur eine gréBere Giftigkeit 
entfalten. 


Die Einwirkung von Alkohol- und Acetaldehyddampf 
auf Haselnu8kitzchen. 


Schon die im vorangegangenen Kapitel angefiihrten Verhaltnis- 
zahlen von Aldehyd zu Alkohol sprechen fiir das Bestehen eines ge- 
wissen Gleichgewichts zwischen diesen beiden Stoffen, das stark nach 
der Seite des Alkohols verschoben ist. In dieser Auffassung werden 
wir durch die folgenden Versuche bestarkt, in denen abgepfliickte 
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HaselnuBkatzchen der Einwirkung von Alkohol- und Aldehyddampf 
in friihtreibenden Konzentrationen ausgesetzt wurden. 


In Glaszylinder von 3 Liter Rauminhult wurden je 200¢  frische 
HaselnuBkaétzchen eingebracht, ein dazu gestelltes Schalchen diente der 
Aufnahme der abgemessenen Menge Alkohols oder Acetaldehyds. Die 
Manipulation wurde in der Kalte vorgenommen, um die Verdunstung der 
Zusatze waihrend des Abpipettierens méglichst einzuschranken. Die Glaser 
wurden hierauf sofort luftdicht verschlossen und 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehengelassen. Alsdann wurden die Kiatzchen in der oben 
angegebenen Weise verarbeitet (s. Tabelle IV). 





Tabeile IV. 
In 100 g ering. Frisch 
In 3 Liter f___... ale 
Deum Sorte Luttraum Alkohol Acetaldebyd 
& me 
16. XII. 1926 Burchardts Zellernub. . 1g Alkohol 0,446 2.1 
14. II. 1927 Biittners ZellernuB. . . 0,38g Aldehyd | 0,238 36,7 


Der friiher nur qualitativ erbrachte Nachweis des Acetaldehyds 
in Alkoholdimpfen ausgesetzten HaselnuBkitzchen erfahrt hier also 
eine Bestatigung. Aus dem eingedrungenen Alkohol entsteht eine 
geringe Menge Aldehyd, ein mit sonstigen Erfahrungen' iiberein- 
stimmender Befund. Aber auch der eingedrungene Acetaldehyd wird 
wohl zum gréBten Teile in Alkohol umgewandelt. Etwas Alkohol 
mégen die Kiatzchen, die den allerersten Beginn der Lockerung bereits 
erkennen lieben, schon von Haus enthalten haben, doch fanden wir 
in solchen Katzchen bestenfalls nur 0,036 g Alkohol in 100g Frisch- 
gewicht. Wenn auch an die Méglichkeit gedacht werden muB, dab 
der vorgefundene Alkohol zum Teil der Girungsspaltung bei ge- 
schadigter Sauerstoffatmung entstammen kénnte, scheint uns dies 
mit Riicksicht auf die spiter mitzuteilenden Atherisierungsversuche 
weniger wahrscheinlich als daB die unmittelbare Quelle des Alkohols 
der aufgenommene Aldehyd ist im Einklang mit manchen Angaben 
in der Literatur?. Auch dieser Befund, der allerdings noch durch weitere 
Versuche nachgepriift und ausgebaut werden soll, deutet ebenfalls 
auf ein zwischen Aldehyd und Alkohol bestehendes Gleichgewicht, in 
welchem wiederum bedeutend der Alkohol iiberwiegt, ganz so wie in 


1 Siehe FuBnote 1, auf S. 183. 

2 Fiir tierische Gewebe: Batelli und Stern, Bull. Soc. Biol. 1910; 
G. Embden und K. Baldes, diese Zeitschr. 45, 157, 1912. — Fiir Hefe: 
Neuberg und Kerb, Zeitschr. f. Garungsphysiol. 1, 114, 1912; S. Kostytschew, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 79, 359, 1912. — Fiir Samen: W. Zaleski und 
E. Marz, diese Zeitschr. 48, 175, 1913. 
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alkoholisierten und in warm gebadeten Katzchen. 100g frische Haselnuli. 
katzchen enthalten nach dem Warmbad bei 30° im Mittel 0,344 » 
Alkohol und 1,9 mg Acetaldehyd, also Mengen, die ihrer GréBen 
ordnung nach ziemlich gut mit den in begasten Katzchen vorgefundenen 
Mengen iibereinstimmen. Im Hinblick auf den Friihtreiberfolg ist 
dabei noch zu bedenken, da® die von den Katzchen aus dem Dampf 
aufgenommene etwas hédhere Alkoholmenge bei einer dafiir tieferen 
Temperatur einzuwirken hat als im Warmbad, andererseits diirfte 
sich bei den aldehydbegasten Katzchen ein Teil des in ihnen unmittelbar 
nach der Begasung vorgefundenen Acetaldehyds beim Lagern im 
Treibhaus noch verfliichtigen. 

Die drei Frithtreibverfahren, Warmbad, Alkohol- und Acetaldehyd- 
begasung mit friihtreibenden Konzentrationen fiihren also zu einem 
ahnlichen Mengenverhaltnis von Alkohol und Aldehyd in den Katzchen, 
ob nun der Alkohol von auBen in sie eingefiihrt wird oder aus anaero!}) 
in ihnen gebildetem oder von auBen dargebotenem Aldehyd entsteht 
Diese gleichartige Auswirkung der drei Friihtreibverfahren li8t dic 
innere Verwandtschaft des Warmbades mit der friihtreibenden Wirkung 
von Aldehyddimpfen und aldehydliefernden Stoffen erkennen. Wenn 
wir in der vorangegangenen Mitteilung im Acetaldehyd das chemische 
Agens des Warmbades erblickten, so mu diese Anschauung heute 
dahin erginzt werden, daB der in den Knospen entstehende Aldehyd 
zum gréBten Teile in Alkohol umgewandelt wird und daher auch dem 
Alkohol eine chemische Wirkung zugesprochen werden kann. Dadurch 
wird auch eine gewisse Schwierigkeit beseitigt, nimlich die, daB so 
kleine Aldehydmengen, wie sie in warm gebadeten Katzchen vor. 
gefunden wurden, geniigen sollen, um das friihe Austreiben der Knospen 
herbeizufiihren, wenn auch die Pflanzenphysiologie geniigend Beispicle 
fiir die Wirksamkeit auBerordentlich geringer Stoffmengen kennt und 
die Vorstellung nicht unberechtigt ist, daB der im Warmbad gebildete 
Aldehyd in den inneren Knospengeweben, auf deren Streckung es 
ankommt, eine héhere Konzentration als in den auBeren Hiillgeweben 
haben diirfte. Worin aber die chemische Wirkung des Aldehyds und 
Alkohols bestehen soll, die letzten Endes zum Streckungswachstum 
der Knospe fiihrt, ist vorliufig nicht zu durchblicken. Vielleicht werfen 
die im folgenden Kapitel mitzuteilenden Versuche einiges Licht darauf. 


Das weitere Schicksal des in warm gebadeten HaselnuBkitzchen enthaltenen 
Alkohols und Aldehyds. 

Warm gebadete Zweige miissen nach dem Warmbad unter giinstige 
Temperatur- und Feuchtigkeitsbedingungen gebracht werden, aui 
daB ihre Knospen austreiben kénnen. HaselnuBkatzchen, die, wic 
erwahnt, auch abgetrennt von den Zweigen ihr Streckungswachstum 
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aufnehmen kénnen, benétigen bis zum Austreiben noch eines mehr- 
tagigen Aufenthalts im Warmhause. Es war notwendig zu untersuchen, 
was wahrend dieser Zeit mit dem in ihnen enthaltenen Alkohol und 
Aldehyd geschieht. 


Zu diesem Behufe wurden am 31. Oktober 1927 1000¢g _frische 
HaselnuBkatzchen (Burchardis ZellernuB) abgepfliickt, in Portionen zu 
200 g geteilt und véllig gleichartig 7 Stunden bei 32°C gebadet. Die erste 
Portion wurde sofort nach dem Warmbad auf ihren Alkohol- und Aldehyd- 
gehalt untersucht, die iibrigen Portionen (II bis V) wurden auf Glasschalen 
in dimner Schicht ausgebreitet und ins Treibhaus gebracht, wo sie bei 
Zutritt von Luft und Licht unter zeitweitiger Anfeuchtung bis zur Unter- 
suchung lagerten. Die Untersuchungsergebnisse sind in Tabelle V zu- 
sammengestellt. Gleichzeitig mit den abgetrennten Katzchen und in gleicher 
Art wurden ganze HaselnuBzweige warm gebadet und zum Austreiben ins 
Warmhaus gestellt. Die abgetrennten ebenso wie die an den Zweigen be- 
findlichen Katzchen begannen am 7. November, also nach 7 Tagen, sich 
deutlich sichtbar zu strecken, die unbehandelten Kontrollkatzchen be- 
gannen mit der Lockerung erst am 26. Noverr er, also nach 26 Tagen. 
Nachdriicklich sei bemerkt, daB die kleinen Alkohol- und Aldehydmengen 
in unbehandelten Katzchen (s. Tabelle 1) auch bei mehrtagigem Auf- 
enthalt im Warmhaus sich nicht nennenswert andern, es ist daher ganz 
ausgeschlossen, daB die in Tabelle V verzeichneten Mengen auf mikrobielle 
Spaltungsvorgange zuriickzufiihren sind. 











Tabelle V. 
: , Die Katzchen enthielten in 
Nr. Untersucht wurde 100 g ao. Prischgewicht Verhiltnis 
—. a nae Alkohol Aldehyd Alkohol : Aldehyd 
za mg 
I 31. X. 6Uhrnachm. sofort 0,365 1,7 215 :1 
II 2.X0111 ., vorm. 42 Stdn. 0,486 2.4 202 :1 
It 4.X1. 4 , nach. 4 Tagen 0,285 . 87 i 77 ~=:1 
IV 7.X1.10 . vorm. wi ¢ 0,067 53 18 :1 
V 11.4110 , = 11 “ 0,016 44 3,6:1 


Der durch diese Untersuchungen erlangte Einblick in den Stoff- 
wechsel der HaselnuBkatzchen nach dem Warmbad bietet genug des 
Uberraschenden. Einmal lehren die Zahlen der Tabelle V, daB sich 
der Alkohol und Aldehyd in der Wirme des Treibhauses durchaus nicht 
so rasch verfliichtigen kann als man von vornherein glauben miéchte. 
Gerade der niedrig siedende Aldehyd nimmt fast bis zum siebenten Tage 
zu und erst von diesem Tage an, wo die Streckung der Kiatzchen deutlich 
sichtbar ist, ist eine kleine Abnahme zu beobachten. Auch der Alkohol- 
gehalt der warm gebadeten Katzchen nimmt in den ersten zwei Tagen 
ihrer Lagerung an der Luft zu, ein unerwartetes Ergebnis. Die Katzchen 
verhalten sich ganz so wie im Warmbad, als ob sie immer noch unter 
der Wirkung der Sauerstoffnot staénden. Diese weitere Zunahme der 
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Alkohol- und Aldehydmenge in den an der Luft liegenden Katzchen 
beweist, daB in ihnen die Garungsspaltung weitergeht, die oxydative 
Phase der Atmung scheint irgendwie geschidigt zu sein. Denn der 
nun hinzutretende Luftsauerstoff vermag den Fortgang der Géarung 
in den warmgebadeten Kiatzchen nicht zu beheben, wahrend er in 
unbehandelten Katzchen offenbar ausreicht, um das Auftreten von 
Garungsprodukten fast ginzlich zu verhindern. Am Sauerstoffmange! 
kann es also nicht liegen, wenn die Garung in den Katzchen an der 
Luft weitergeht. 

Wodurch kommt diese Atmungsschadigung zustande? Auf Grund 
der Untersuchungen Neubergs! kénnte man sich etwa die Vorstellung 
zurechtlegen, da der im Warmbad gebildete Acetaldehyd, der ein 
miachtiger Aktivator der Garung ist, die Garungsspaltung in den 
Katzchen férdert, waihrend der in weit gréBerer Menge entstehende 
Alkohol die Sauerstoffatmung schidigt. Solche Wirkungen miiBten 
sich natiirlich unter der héheren Temperatur des vorangehenden Warm- 
bades ganz besonders aussprechen. In diesem Sinne etwa kénnte man 
sich die chemische Wirkung der beiden im Stoffwechsel warm gebadeter 
Katzchen gebildeten Stoffe denken. Ihre Anhaufung erscheint uns 
also als die Folge der im Warmbad herabgesetzten Atmung, zugleich 
aber auch als die Ursache der nach beendigtem Warmbad noch eine 
Zeit anhaltenden Atmungshemmung. Wenn es nicht wahrend der 
Anaerobiose entstandene Stoffe waren, die durch chemische Wirkung 
die Atmung noch eine Zeitlang niederhalten, wire es schwer vorstellbar, 
wie ein zeitweiser Sauerstoffentzug an sich die im Gefolge einer An 
aerobiose auftretende Atmungshemmung bewirken sollte?. 

In dem Stadium der darniederliegenden Sauerstoffatmung, vielleicht 
sogar durch sie bedingt, diirften nun die Voraussetzungen fiir das 
bevorstehende Streckungswachstum der embryonalen Knospengewebe 
geschaffen werden, das an der nachsten, 4 Tage nach dem Warmbad 
untersuchten Probe zwar noch nicht. dem freien Auge sichtbar wird, 
dessen Einsetzen aber aus dem Verhalten der beiden Garprodukte 
erschlossen werden kann. In Portion III sehen wir zum ersten Male 
den Alkohol abnehmen bei gleichzeitiger Steigerung des Aldehyd- 
gehalts. Offenbar wird jetzt der in den Katzchen angehaufte Alkoho! 
verbrannt und die Zunahme des Acetaldehyds weist darauf hin, dai 
diese Verbrennung den erwarteten Weg iiber den Acetaldehyd nimmt, 


1 C. Neuberg, diese Zeitschr. 88, 145, 1918; C. Newberg und M. Ehrlich, 
ebendaselbst 161, 239 und 276, 1920. 

2 Auch A. Piitter (Zeitschr. f. allgem. Physiol. 16, 574, 1914) erklarte 
das mit steigender Temperatur eintretende Absinken des Sauerstoff- 
verbrauchs bei der reinen Hautatmung von Frosch und Blutegel mit eine: 
Anhaufung von Produkten unvollstandiger Oxydation. 
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falls er nicht zum Teil auch der Resynthese anheimfallt. Die Hemmung 
der aeroben Phase der Atmung erscheint itiberwunden, mutmablich 
unter dem EinfluB des erhéhten Sauerstoffzutritts, da die Luft durch 
die feinen noch unsichtbaren Spalten im Gefiige der ins Streckungs- 
wachstum eingetretenen Katzchen leichter heran kann. Die Verhiiltnisse 
ligen hier also ahnlich wie in keimenden Erbsensamen, wenn der im 
noch geschlossenen Samen anaerob gebildete Alkchol nach Sprengung 
der Samenschale unter bedeutendem Sauerstoffverbrauch verbrannt 
wird!. Fiir eine solche Deutung spricht das weitere gleichsinnige Ver- 
halten der beiden Stoffe im Stoffwechsel-der warm gebadeten Kitzchen. 
Je weiter ihre Lockerung fortschreitet, desto gréBer wird die mit dem 
Luftsauerstoff in Beriihrung kommende Flache. In den Portionen LV 
und V nimmt der Alkohol weiter rasch ab, wahrend der Aldehyd zunachst 
noch zunimmt. In diesem Zeitraum wird das Streckungswachstum 
der Katzchen schon dem blofen Auge wahrnehmbar: In Portion IV 
waren vorerst wenige Kiatzchen, in Portion V war schon etwa die Hilfte 
aller Katzchen gestreckt. Wihrend der ganzen Dauer des Aufenthaltes 
der warm gebadeten Katzchen an der Luft wird das Verhaltnis von 
Alkohol zu Aldehyd immer kleiner. 


Mit dem Einsetzen der Verbrennung des in den warm gebadeten 
Katzchen gebildeten Alkohols muB sich die Intensitat ihrer Sauerstoff- 
atmung heben. Diese Zunahme und ebenso die ihr vorangehende, 
aus der anfanglichen Anhaufung der Garprodukte erschlossene Lahmung 
der oxydativen Atmung warm gebadeter Katzchen sollte noch direkt 
im Vergleich zum Atmungsverlruf unbehandelter Katzchen nach- 
gewiesen werden. Bei dem Nebeneinander von Garung und Atmung 
konnten in unserem Falle bloBbe CO,-Bestimmungen keinen Aufschlub 
bringen, wir beschrankten uns auf die Ermittlung des veratmeten 
Sauerstoffs in vergleichenden Versuchen. Mangels anderer hierfiir in 
Frage kommenden Apparaturen lieBen wir die warm gebadeten und die 
unbehandelten Katzchen in lufthaltigem Wasser atmen und bestimmten 
den Gang der Atmung durch die Ermittlung des nach gleichen Zeiten 
verbrauchten Sauerstoffs mit Hilfe der Sauerstoffbestimmung im 
Wasser nach Winkler?. 

Zu diesem Behufe wurden am 7. Dezember 1927 gepfliickte Katzchen 
der Sorte ,,Barrs Spanische’ in acht Portionen von genau 20g Frisch- 
gewicht aufgeteilt, vier solche Portionen wurden am 8. Dezember in Wasser 


von 30°C 81, Stunden gebadet, vier blieben unbehandelt. Hierauf ge- 
langten alle Portionen ins Treibhaus. Von Zeit zu Zeit wurde je eine warm 


! S. Kostytschew, Pflanzenphysiologie 1, 459. Berlin 1926; diese Zeitschr. 
15, 164, 1909. 

2 A. Classen, Ausgewaihlte Methoden der analytischen Chemie 2, 41, 
1903. 
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gebadete und eine unbehandelte Portion zur Bestimmung ihres Sauerstof! 
verbrauchs entnommen. In den zuletzt verbleibenden beiden Portionen 
begannen sich die Katzchen der warm gebadeten Portion am 15. Dezembe: 
bereits sichtbar zu strecken, waihrend die Katzchen der unbehandelte; 
Portion noch fest geschlossen waren. Mit der Bestimmung der Atmungs 
gréBe dieser beiden Portionen am darauffolgenden Tage (16. Dezember) 
fand der Versuch seinen AbschluB. Also auch hier bendétigten die warn, 
gebadeten Katzchen eines siebentaigigen Aufenthalts im Warmhaus bis 
zur deutlich wahrnehmbaren Streckung, so daB sich dieser Versuch mit dem 
vorangegangenen trotz des zeitlichen Unterschiedes vergleichen lab. 
Zur Bestimmung ihres Sauerstoffverbrauches gelangten die Katzchen in 
zwei mit abgestandenem Leitungswasser gefiillte, luftdicht verschlieBbare 
Flaschen von | Liter Inhalt. Bei diesem Verfahren stérte lediglich der in 
der Regel etwas héhere Luftgehalt der unbehandelten Katzchen gegeniibe, 
den warm gebadeten. Doch gelang es durch Eindrehen des Stopfens in die 
vollgefiillten Flaschen, die Binnenluft zum gréBten Teil zu entfernen, auch 
wurde vor der eigentlichen Atmungsmessung ein vierstiindiger Vorversuc} 
eingeschaltet, wahrenddessen die wenigen noch oben schwimmenden 
Katzchen zu Boden sanken. Auf diese Weise konnte ein etwa durch den 
verschiedenen Luftgehalt der Katzchen verursachter Fehler ausgeschaltet 
werden. Unmittelbar vor der eigentlichen Messung war der Sauerstofi 
gehalt des Wassers in beiden Flaschen fast gleich. Das fiir jede Bestimmung 
entnommene Wasservolumen wurde mit abgestandenem Leitungswasser 
gleicher Temperatur und bekannten Sauerstoffgehalts erganzt, dann wurden 
die Flaschen luftblasenfrei verschlossen und wieder dunkelgestellt. Die 
nach 5 Stunden neuerlich vorgenommene Sauerstoffbestimmung ergab 
den Sauerstoffverbrauch der Katzchen wahrend des Hauptversuchs 
(Tabelle VI). 











Tabelle V1. 
Nr. Untersucht wurde Wasser: > ay a 
portion h temperatur’ Unbehandelt Warm gebadet 
am nac mg mg 
I | 9 XI. 1Ubr nachm. 19 Stdn. 20° 2,14 1,03 
Il 10. XII. 12 , mittags 42 , 20 1,48 1,48 
Ill 12. XI. 10 . vorm. 31), Tagen 18 1,75 1,90 
IV 16.XI. 9 , . T3 n 18 2.26 3.35 


Wenn auch die an untergetauchten Katzchen erhaltenen Zahlen 
kein absolutes Ma® fiir ihren Sauerstoffverbrauch an der Luft sind 
so gestatten sie doch einen Vergleich der AtmungsgréBen unbehandelter 
und warm gebadeter Katzchen. Wir sehen, daB 19 Stunden nach dem 
Warmbad (Portion I) die warm gebadeten Katzchen eine etwa um dic 
Halfte geringere Sauerstoffatmung besitzen als die unbehandelten 
Auch nimmt der Sauerstoffverbrauch der warm gebadeten Katzchen 
dieser Portion itiberhaupt die tiefste Stelle ein. Damit ist der unmittel. 
bare Beweis fiir eine durch das Warmbad herbeigefiihrte Herabsetzung 
der Sauerstoffatmung geliefert, auf deren Vorhandensein schon oben 





rn 








Friihtreibende Wirkung des Warmbades. III. 197 


1us der Zunahme der Garung nach dem Warmbad geschlossen wurde. 
Weiterhin aber nimmt der Sauerstoffverbrauch der warm gebadeten 
Katzchen zu. 42 Stunden nach dem Warmbad hat er bereits die 
\tmungsgréBe der unbehandelten Katzchen erreicht (Portion Il) und 
nach weiteren 2 Tagen atmen die warm gebadeten Kiatzchen schon 
etwas stirker als die unbehandelten (Portion III). Die Hemmung der 
Sauerstoffatmung erscheint behoben, es ist die Zeit, in der die Ver- 
brennung des angehauften Alkohols vor sich geht. Dem Auge sichtbar 
wurde die Streckung der Katzchen aber erst einen Tag vor der Unter- 
suchung der Portion IV, die Atmung der warm gebadeten Kitzchen 
ist hier deutlich verstarkt gegeniiber den unbehandelten Katzchen 
und weist auch den unter allen untersuchten Proben héchsten Sauerstoff- 
verbrauch auf. So stehen denn die Ergebnisse des Atmungsversuches in 
guter Ubereinstimmung mit den im vorangegangenen Kapitel ge- 
zogenen Folgerungen. Daf im Gefolge des Warmbades eine Atmungs- 
steigerung auftritt, ist bekannt, daS ihr aber eine itiber das Warmbad 
hinaus anhaltende Herabsetzung der Atmung vorangeht, ist neu. 
Nur /raklionow!, der dem EinfluB des Warmbades auf die Atmung von 
Kartoffelknollen nachgegangen ist, schlieBt in einem seiner Versuche, 
in dem er auBer der CO,-Ausscheidung auch den Sauerstoffverbrauch 
der warm gebadeten Knollen untersucht hat, aus dem Umstand, dab 
unmittelbar nach dem Bade die Zunahme der ausgeschiedenen Kohlen- 
siure gréBer ist als die Zunahme des Sauerstoffkonsums, darauf, dab 
..in den ersten Momenten nach dem Bade die Resultate der anaeroben 
Prozesse mehr zur Geltung kommen und erst vom zweiten Tage an 
die Oxydationsprozesse hervortreten*. 


Vorstellung iiber das Wesen der friihtreibenden Wirkung des Warmbades 
nebst Ausblicken auf andere Friihtreibverfahren. 


Das Bild, das wir auf Grund unserer bisherigen an Haselnub- 
katzchen erlangten Kenntnisse von dem Wesen der friihtreibenden 
Wirkung des Warmbades entwerfen kénnen, sei im folgenden skizziert. 
Durch das Baden der Knospen im lauwarmen Wasser wird in ihnen 
eine Sauerstoffnot hervorgerufen. Die Folge davon ist die Einschrankung 
der oxydativen Phase der Atmung und die Anhaiufung von Stoffwechsel- 
produkten der anaeroben Atmung (Garung), insbesonders von Alkohol 
und Acetaldehyd. Die chemische Wirkung dieser Produkte auf den 
Stoffwechsel auBert sich in einer einige Zeit nach dem Warmbad noch 
anhaltenden Schadigung der Sauerstoffatmung, kenntlich an der 
weiteren Zunahme der Garprodukte und an dem geringeren Sauerstoff- 
verbrauch solcher Katzchen gegeniiber unbehandelten. Der auf dieses 


1 P. P. Iraklionow, Jahrb. f. wiss. Bot. 51, 515, 1912. 
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Stadium der Atmungslahmung folgende Umschwung im Stoffwechse! 
der warm gebadeten Katzchen, gekennzeichnet durch die Verbrennuny 
der angesammelten Garungsprodukte und einen demgemaB hoéheren 
Sauerstoffkonsum, wird unserer Auffassung nach durch den reichlicheren 
Eintritt von Luftsauerstoff in die Katzchen herbeigefiihrt. Ist diese 
nachstliegende und durch die in den spateren Stadien immer deut- 
licher werdende Beziehung zwischen Sauerstoffverbrauch und Lockerung 
der Katzchen gestiitzte Auffassung richtig, dann muB das den lebhafteren 
Sauerstoffeinstrom eben  herbeifiihrende Streckungswachstum = der 
Kiatzchen schon im Stadium der geschwachten Atmung beginnen 
Méglicherweise besteht sogar eine ursachliche Verkniipfung zwischen 
der Schadigung der Sauerstoffatmung und dem Austreiben. Dadurch 
greifen wir aber einen schon 1916 von Weber! ausgesprochenen Gedanken 
auf, der ,,in einer voriibergehenden Hemmung der Sauerstoffatmung 
bei gleichzeitig fortdauernder anoxydativer Spaltung den wesentlichen 
Faktor der Friihtreibwirkung der Narkotica’*, des Warmbades und 
einiger anderer Friihtreibverfahren erblicken zu kénnen glaubte. 

Hier sollen noch einige orientierende Versuche iiber andere Friih- 
treibverfahren kurze Erwihnung finden. Der Zweck dieser Versuche 
war, nachzusehen, ob auch unter dem EinfluB anderer Friihtreibmittel, 
aihnlich wie im Warmbad, Alkohol und Acetaldehyd in den Haselnub- 
katzchen entsteht. Von der Einwirkung dampfférmigen Acetaldehyds 
Athylalkohols und etwaiger anderer aldehydliefernder Substanzen war 
schon die Rede. Weiter fanden wir in Ubereinstimmung mit unseren 
friiheren Angaben eine schwache Al¢ehyd- und Alkoholbildung in 
HaselnuBkatzchen (Burchardts ZellernuB), die wir am 10. Dezember 1926 
einer einstiindigen Einwirkung schwacher Ammoniakdampfe (2 ccm 
einer 25°,igen Ammoniaklésung in 3 Liter Luftraum) unterwarfen 
und nach 24stiindigem Aufenthalt im geéffneten GefaB untersuchten 
Sie enthielten in 100 g urspriinglichem Frischgewicht 0,084 g Alkoho! 
und 0,6 mg Acetaldehyd, wihrend in den unbehandelten Kontroll- 
katzchen derselben Sorte kein Alkohol und Aldehyd nachgewiesen 
werden konnte. Einer etwas starkeren, aber auch nicht an das Warmbad 
herankommenden Bildung dieser Stoffe begegneten wir noch in ge- 
quetschten Katzchen (,,Atlas**), die frisch abgefliickt und auf einem 
Brette in einfacher Schicht ausgebreitet durch Uberwalzen mit einer 
Glasflasche etwas flachgedriickt wurden. Das Quetschen der Knospen 
ist ein sehr wirksames Friihtreibmittel?. Die am 23. November 1927 
gequetschten Kiatzchen lockerten sich bereits nach einem siebentagigen 
Aufenthalt im Treibhaus (s. Tabelle VII). 


1 F. Weber, Sitz.-Ber. Wiener Akad. Wiss., Math.-nat. KI. I, 125, 


189, 1916. 
2 Derselbe, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 40, 148, 1922. 
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Tabelle VII. 
. | tn 100 g urspriingl. Frisch- 
Nr. Untersucht ou che 

der Art der Behandlung ~———— — _ emer “yr Oo eg 
Portion om —_ Alkohol Acetaldehyd 

2 mg 

I Unbehandelt. . . 27. XI. 4 Tagen 0,039 05 

II | Gequetscht 27. XI. —— 0,100 0,7 

il Gequetscht ... 30. XI. 7 0,004 0.9 


Die gequetschten Katzchen ahneln auch in ihrem weiteren Ver 
halten den warm gebadeten, der in ihnen gebildete Alkohol wird vor 
dem Sichtbarwerden der Lockerung oxydiert. 

Ein anderes sehr wirksames Friihtreibmittel fiir ruhende Knospen 
ist die Blausiure'. Es wurden im vergangenen Winter zahlreiche 
Versuche angestellt, um den Nachweis der nicht unwahrscheinlichen 
Bildung von Alkohol und Acetaldehyd in mit Blausiure begasten 
Katzchen zu erbringen, ohne daB wir zu eindeutigen Ergebnissen gelangt 
sind. In ganz vereinzelten Fallen erhielten wir zwar etwas griBere 
Ausbeuten, doch konnten wir diese Falle nicht reproduzieren, obwohl 
die Blausiurekonzentration, die Einwirkungsdauer, die Temperatur 
wahrend der Begasung und die Dauer des Aufenthalts im Treibhaus 
nach der Begasung mannigfach variiert wurde. Zu ahnlichen Divergenzen 
fiihrten die Versuche, in denen wir die HaselnuBkitzchen der Ein- 
wirkung von Atherdimpfen, dem altbekannten Friihtreibverfahren? 
aussetzten, obwohl gleichfalls mit gut friihtreibenden Konzentrationen 
gearbeitet wurde. Es ist daher nicht wahrscheinlich, daB die Wirkung 
der Friihtreibmittel allgemein mit einer Anhaufung von Garprodukten 
erklart werden kann. Auch reichen die in gequetschten und mit 
Ammoniak behandelten Kiatzchen gebildeten Alkohol- und Aldehyd- 
mengen bei weitem nicht an die in warm gebadeten Katzchen ent- 
stehenden heran, um sie fiir den damtt erreichbargn Friihtreiberfolg 
verantwortlich zu machen. 

So blieben denn bei unserer heutigen Einsicht fiir eine Erklirung 
des Wesens der Friihtreibverfahren die fiir das Warmbad sichergestellte 
Atmungsschadigung als ein Faktor von vielleicht allgemeinerer An- 
wendbarkeit iibrig. Das Auftreten von Garungsprodukten in den 
HaselnuBkatzchen unter dem EinfluB der Ammoniakbegasung und 
des Quetschens deutet ebenfalls auf eine gewisse, durch diese Methoden 
herbeigefiihrte Beschidigung der Atmung und zeigt, daB mechanische 


1 G. Gassner, Zellstimulationsforschungen, Berlin 1926, und a. a. O. 

2 W. Johannsen, Das Atherverfahren beim Friihtreiben, 1900; Uber 
die Wirkung des Atherisierens auf den Aldehydgehalt von Samen vg. 
A. Niethammer, diese Zeitschr. 197, 254, 1928. 
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Insulte nicht immer die Atmungsintensitat steigern miissen. DaB auch 
Narkotica wie Ather, Chloroform, Acetylen und andere die Atmuny 
hemmen kénnen, hat schon seinerzeit Weber (1. c. 1916) vom Standpunk 
der Verwornschen Erstickungshypothese diskutiert. Solche von auBen 
in die Knospen eingefiihrte Narkotica kénnen natiirlich ebenso den 
Atmungsapparat beschadigen wie die in warm gebadeten Kiatzchen 
entstehenden narkotisch wirkenden Garungsprodukte. Kennzeichnender-. 
weise kommt dem typischen Atmungsgift, der Blausiure, eine starke 
friihtreibende Wirkung zu. Gegen die atmungsschadigende Wirkung 
der Blausiure muB auch die von Gassner (1. c.) hervorgehobene Beol 
achtung nicht sprechen, daB sie schon bei kiirzester Einwirkungszeit 
bis herab zu 5 Minuten und bei tiefen Temperaturen (unter 0°) die 
Knospenruhe zu brechen vermag, denn ihre einmal erfolgte Bindung 
an das Atmungsferment wird auch nach der Begasung und bei héherer 
Temperatur einige Zeit noch bestehen bleiben. Gerade die Sauerstoff- 
atmung ist nach dem in der tierischen Physiologie gewonnenen Einblick 
ein fiir Schidigungen besonders empfanglicher ProzeB, und fiir eine 
solche Wirkungsweise spricht auch der verschiedentlich schon hervor-. 
gehobene Umstand, daB viele Friihtreibmittel erst in solehen Dosen 
die Knospenruhe brechen, die nicht mehr weit von den schon auBerlich 
schadigenden oder gar tédlichen Konzentrationen liegen!. Kiinftigen 
Forschungen bleibt die Entscheidung vorbehalten. Vielversprechend 
erscheint uns da die Anwendung der Warburgschen Methoden zur 
Messung der Atmung und Girung auf ruhende und mit Friihtreib- 
mitteln behandelte Knospen. Gerade die vergleichenden Untersuchungen 
Warburgs* und seiner Mitarbeiter iiber die energieliefernden Stoff- 
wechselprozesse verschiedener tierischer Gewebe, nach welchen der 
Ubergang von Ruhe zu Wachstum in dem Verhiltnis von Atmung zu 
Garung sich auszudriicken scheint und die Krebszellen mit ihrer ge- 
schadigten Atmung und ihrem ordnungslosen Wachstum gewissermaben 
das Extrem bilden, lassen auch zu dem hier angeschnittenen Friihtreib- 
problem Beziehungen vermuten, was aber an anderer Stelle des naheren 
: ausgefiihrt werden soll. 

Zusammenfassung. 


Durch Bestimmung der in warm gebadeten Haselnubkatzchen 
gebildeten Alkohol- und Acetaldehydmengen wird die unter den Be- 
dingungen des Warmbades vor sich gehende Garungsspaltung in den 
ruhenden Knospen nachgewiesen. Der Fortbestand dieses Spaltungs- 
stoffwechsels in den nach Beendigung des Warmbades an der Luit 


1 Auch fiir die Hemmung der Atmung durch Narkotica liegen cic 
Grenzen eng: O. Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 479, 1911. 
2 O. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin 1926. 
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celagerten Katzchen weist auf eine in der ersten Zeit nach dem Warmbad 
vorhandene Atmungsschidigung hin, die auch direkt durch den ver- 
ringerten Sauerstoffverbrauch warm gebadeter Kiatzchen gegeniiber 
unbehandelten sichergestellt werden konnte. Diese mutmaBlich durch 
die angehauften Garungsprodukte hervorgerufene Schwichung der 
Sauerstoffatmung wird erst am Beginn des Streckungswachstums durch 
den reichlicheren Eintritt des Luftsauerstoffs in die sich lockernden 
Kiatzchen aufgehoben und der angesammelte Alkohol wird iiber der 
Stufe des Aldehyds verbrannt. Auf Grund orientierender Versuche 
mit anderen Frihtreibmitteln kénnte in einer voriibergehenden 
Atmungsschadigung das einigende Band fiir die vielgestaltigen Ver- 
fahren zur vorzeitigen Erweckung der Knospen aus ihrer Winterruhe 
erblickt werden. 











Uber die 
photochemische Dissoziation bei intermittierender Belichtung 
und das absolute Absorptionsspektrum des Atmungsferments. 


Von 


Otto Warburg und Erwin Negelein. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 5. September 1928.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Wir haben vor kurzem eine Methode beschrieben', nach der man 
aus den stationaren Zustinden, die sich bei der Bestrahlung von Zellen 
in Kohlenoxyd-Sauerstoffgemischen einstellen, das relative Absorptions 
spektrum des Atmungsferments — die Anderung der Absorptions- 
koeffizienten mit der Wellenlange — berechnen kann. In dieser Mitteilung 
untersuchen wir die Geschwindigkeiten, mit denen sich die stationiren 
Zustinde bei der Bestrahlung oder Verdunkelung einstellen, und zeigen. 
daB man daraus das absolute Absorptionsspektrum des Atmungsferments 
berechnen kann. 

Theorie (von O. Warburg). 


Wir bezeichnen das freie Fermenteisen mit Fe, die Sauerstoff- 
verbindung mit FeQO,, die Kohlenoxydverbindung mit FeCO. cy, 
Cyed,> Creco Und cyy, sind Grammatome Fermenteisen pro Kubih- 
zentimeter. 

Die Existenz des FeO, ist durch die Verteilungsmessungen be- 
wiesen. Doch mag es sein, daB Fe O, schnell in bestandigere Oxydations- 
formen iibergeht, z. B. eine solche, in der das Eisen dreiwertig ist 
Dann ware in allen Formeln FeO, durch eine andere Oxydationsform 
— die bestandigste — zu ersetzen. 

Welche Oxydationsform des Fermenteisens die bestandigste ist 
ist fiir die folgende mathematische Theorie gleichgiltig. Unerlaubt 


1 O.Warburg, diese Zeitschr. 189, 354, 1927; O. Warburg und E. Negelei, 
ebendaselbst 198, 339, 1928; 200, 414, 1928. 
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st nur die Annahme, daB verschiedene ungefdihr gleichbestiindige Oxy- 
dationsformen des Fermenteisens in der Atmung durchlaufen werden. 

Wahrend man die Fermentmengen und also auch die c-Werte 
nicht messen kann, sind die Verhaltnisse 


CKe Os und Creco 
CrFe CrFe 


experimentelle GréBen!. Ist 


me = “FeOs : | 
P Con 
so ist rFe (1) 
Creco 
l—n = : 
CrrFe 


weil cy, unter den betrachteten Versuchsbedingungen immer klein 
gegen Cy.9, und Cy, eg ist. 

Wir nennen » die Verteilungszahl des Atmungsferments und 
eliminieren aus allen Gleichungen cy,o, und ¢y,¢o durch n. 


I. Berechnung des Sauerstojfverbrauchs aus der Verteilung n. 


Wir betrachten eine atmende, mit verbrennlicher Substanz ,.ge- 
sittigte’' Zelle. Verbraucht die Zelle in der Zeit dt die Sauerstoff- 
menge dm, so ist dm/dt proportional der Verteilungszahl n 


dm = A,;.n.dt (2) 


Der Proportionalititsfaktor A, ist dm/dt fiir n= 1. A, ist die 
normale Atmung der Zelle, z. B. die Atmung in Luft. 
Aus (2) folgt fiir den Sauerstoffverbrauch m in der endlichen Zeit ¢ 


t 
m= A, fn dt. (3) 


Sind die Zustiinde stationar, so ist n konstant und v tritt in (3) vor 
das Integralzeichen. Dann ist der Sauerstoffverbrauch in der Zeit ¢ 


m= A,.n.t. (4) 


Ist der Sauerstoffverbrauch in der Zeit ¢ in Luft m,, in Kohlenoxyd- 
Sauerstoff im stationiren Dunkelzustand mz und im stationdren Hell- 
zustand m,, so sind die stationiren Verteilungen des Fermenteisens 
im Dunkeln (nz) und Hellen (n,) nach (4) gegeben durch die experimen- 
tellen GroBen 

Ma mM), 


= Ng, = My. (5) 
my, my, 


1 O. Warburg, diese Zeitschr. 189, 354, 1927. 
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Belichten wir intermittierend, so ist die Verteilung n nicht konstant 
sondern andert sich innerhalb der Hell- und Dunkelzeiten. Ist dic 
Hellzeit t und die Dunkelzeit #, so ist nach (3) der Sauerstoffverbrauch 1, 
in intermittierendem Licht. in der Zeit t — # 

T °’ 
m, = A,{ndt + Ay, (nde. 


0 0 


Dividieren wir m, durch die Sauerstoffmenge, die unter Norma! 
verhaltnissen (Atmung in Luft) in der Zeit t+ ® verbraucht wird 
so erhalten wir 


T ” T o 

A, { ndt + A, {ndt [n.dt + (n.dt 
mj 0 O Mm rn (6 
my A; (t + #) a 1+? . 


Zur Erlauterung von (6) dient Abb. 1, in der die Verteilung n in 
intermittierendem Licht als Funktion der Zeit ¢ dargestellt ist. Die 


Integrale 
9 


{ndt und [nat 


0 0 


sind die von den n-Kurven begrenzten Flachen, m,/m, ist die Summe 
der beiden Flaichen, dividiert durch die zugehérigen Abszissen. 
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Abb. 1. 
Verteilung n des Atmungsferments bei intermittierender Belichtung. Hellzeit tr, Dunkelzeit ” 
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Berechnet nach dem Versuch der Tabelle Il, Abschnitt XI. » = —*°°3. 
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Die experimentelle Grobe m,/m,, die wir U nennen, ist eine Funktion 
der Verteilung n, der Zeiten t und @ und der Geschwindigkeitskonstanten 
der Verteilungsreaktion 


FeCO + O, = FeO, — CO. (7) 


Wir stellen uns die Aufgabe, eine Beziehung zwischen v und diesen 
Geschwindigkeitskonstanten zu finden. 


Il. Die Geschwindigkeit dn/dt der Verteilungsreaktion. 
Die Verteilungsreaktion 
FeCO + O, = FeO, + CO (7) 


ist das Ergebnis von sechs Elementarreaktionen, in denen FeO, und 
FeCO zerfallen und sich bilden. Wir leiten die Geschwindigkeit der 
Verteilungsreaktion aus den Geschwindigkeiten der Elementarreaktionen 
ab. Obwohl das Atmungsferment in der Zelle nicht gelést, sondern fest 
ist, wenden wir dabei das Massenwirkungsgesetz an. Die Beobachtung 
von C. M. Guldberg und G. Waage', dab die aktive Masse fester Koérper 
vielfach von ihrer Gesamtmasse verschieden sei, gilt offenbar nur, 
wenn grobe Aggregate fester Kérper vorliegen, nicht aber fiir eine 
Substanz, die man sich in monomolekularer Schicht an den Ober- 
flachen ausgebreitet zu denken hat. 


Bezeichnen wir die Drucke des Sauerstoffs und Kohlenoxyds mit 
Po, UNd Peo, 80 wird FeO, gebildet in der Elementarreaktion 


+ de Te Oo 
= 2 — B ° Po, . Cre (8) 
und verbraucht in den Elementarreaktionen 
— dey. 0, on 
- 2 = 3. Creo, +Z'- Creo. (9) 


wo B die Geschwindigkeitskonstante der FeO,-Bildung ist, Z die 
Geschwindigkeitskonstante des spontanen Zerfalls und Z’ die Ge- 
schwindigkeitskonstante des FeO,-Verbrauchs in der Atmung. Be- 
dingung? fiir das Glied Z’ . cy, 9, ist, daB die Zellen mit verbrennlicher 


? Ostwald, Kliassiker Nr. 104, 8. 26 u. ff. 
2 Vgl. O. Warburg, diese Zeitschr. 189, 354, 1927, wo die Ausdriicke fiir 
die stationaéren Zustaénde abgeleitet sind. Die Bezeichnungen B und b, sowie 


» ‘ ‘ - ie : i.p ‘. 
Z,Z’ und z haben hier dieselbe Bedeutung wie dort. z’ hier ist das hy -fache 
hy 


von 2’ dort. 
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Substanz gesattigt sind, nur dann ist die Atmung proportional de 
Menge an FeQ,. 


FeCO wird gebildet in der Elementarreaktion 


+dep.co 


aa = 6. poo -Cre (10) 


und verbraucht in den Elementarreaktionen 


— dep.co =— 
. = 2.Creco 


dt 4 2-Creco:; (11) 


wo 6 die Geschwindigkeitskonstante der FeCO-Bildung ist, z die Ge- 
schwindigkeitskonstante des spontanen Zerfalls und z’ die Geschwindig- 
keitskonstante des photochemischen Zerfalls. Bedingung fiir das 
Glied 2’ .¢y.¢o ist kleine Lichtabsorption, nur dann ist der photo- 
chemische Zerfall proportional der Konzentration des FeCO. Die 
physikalische Bedeutung von 2’ ergibt sich aus Abschnitt IX. In 2’ 
steckt die Lichtintensitat i, der z’ proportional ist. z’ ist also eine 
Konstante nur bei Bestrahlung mit konstanter Lichtintensitat. 


Nach (8) und (9) ist die Bilanz der FeO,-Bildung 


dcr. we 
— = B.po,. Cre —(Z +2’). creo, (12 


Nach (10) und (11) ist die Bilanz der FeCO-Bildung 


dcr.co 


dt = b. poo-Cre — (2 + 2’) Creco- (13) 


Da sich freies Fe nicht anhauft, so ist die positive Bilanz der Fe O,,- 
Bildung in jedem Augenblick gleich der negativen Bilanz der FeCO- 
Bildung 


B. Po, - Cre — (Z2+2Z’'). Creo, = — b. Poo - Cre + (2 + 2) - Creco- 
Lésen wir diese Gleichung nach cy, auf und setzen cp, in (12) ein. 


so wird 
depo, [ ‘ B. Po, | | 
= yA Zz). c eC 
dt ( + ) B. po, + 6. Peo FeCO 


, 6. Peo | | 
_ Z +Z " €c “e 
[| B. Po, + b. Peo = 


(14) 


Fiir konstanten Kohlenoxyd- und Sauerstoffdruck und konstante 
Lichtintensitaét sind die eckig eingeklammerten Ausdriicke konstant. 
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ley sie sind — fiir die genannten Bedingungen — die Geschwindigkeits- 
konstanten der Verteilungsreaktion. Wir setzen zur Abkiirzung: 
B.p 
(z+ 2')- Pos @ (15) 
B. po, +. Peo 
10) n ; b. Peo . 
(Z + Z’)- (16) 
B . po, +6. Peo ° 
und schreiben statt (14) 
deyeo, 
il) a @ -Creco — OCPKed,: (l4a) 
Eliminieren wir cy,9, UNd ¢p,c¢o durch die Verteilungszahl n 
ure- 
Cr Cun 
lig- 9 OO i-a08 | 
~ Cr Fe CrFe 
as ° 
: so geht (Il4a) iiber in 
LO. 
dn 
Die a 
= @(l— n) — o.n. l4b 
12 dt ( a ese ( 
ine @ ist im Dunkeln und Hellen verschieden, @ ist im Dunkeln und 
Hellen gleich. Wir unterscheiden @,,,,,,; und @,,, als @, und @, und 
spalten (14b) in die beiden Gleichungen 
dn - 
12 dunkel: dN = @,(l— n)—@.n, (17) 
dn 
hell: = @, (l— n)—o.n. (18) 
dt x 
13) IIT. @ und ¢@. 
ae dn — :; 
0 Setzen wir in (17) und (18) = 0, so erhalten wir die Gleichungen 
‘0. des stationiren Zustandes, in denen x den bestimmten Wert n, oder », 
besitzt : 
dunkel: 0 = @4(1— ny) — @- na, (19) 
hell: 0 = @(1—n,) — @. m%. (20) 
Pin, Aus (19) und (20) folgt 
@, n, 6), NM», 
fo Be h_ os (21) 
0 1 — ng 0 1 — ny, 
(14) 
: Q ' Q 9 
@, +o = ; @), + 2la 
Ts 1 — ny ae 1 — n, \ 


@,, @, und @ sind also durch die stationiren Verteilungszahlen 
nte n, und m, miteinander verbunden. Da man n, und 2, aus den Atmungs- 
ant. messungen im stationiren Zustande nach (5) erhalt, so sind sie im 
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folgenden immer als bekannte GréBen zu betrachten. Mit @ sind @ 
und @, immer gegeben. 

@ hat eine einfache physikalische Bedeutung. Betrachten wir da. 
Glied Z’ in Gleichung (16), das von dem FeO,-Verbrauch in der Atmuny 
herriihrt, 

{~— ee) 

Z'— dt Atmung 

Cre 0, 
so ist Z’, da die Fermentmenge klein ist, sehr grob. Beispielsweis: 
veratmete 1 ccm Zellsubstanz einer Backerhefe bei 10° pro Minute 
0,l.cem Sauerstoff und enthielt' dabei weniger als 3,3 . 1075 ccm 
Fermenteisen, ausgedriickt in aquivalenten Kubikzentimetern O,. Es 
war also der Sauerstoffverbrauch in der Atmung 


— dcxeo, — 01 [ ecm s] 
dt ~ L Minuten J’ 
die Fermentmenge 
Creo, — 3,3. 10~° [eem Og] 
und folglich 
era dCKe0, 
dt 


=s'> 3000 | | 
ie is Minuten 


Andererseits ist? g fiir Hefe bei 10° von der GréBenordnung | 


[ saimatex | Mit Z’ > 3000 ist dies nach Gleichung (16) nur méglich, 
wenn 6. peo klein gegen B. po, ist, woraus nach (15) und (16) folgt 
1, 5. Peo 
= (6 +2)--——- (22) 
e Be Po, 
o=2z+2. (23) 


@ ist also die Summe der spontanen und photochemischen Zer- 
fallskonstante des FeCO. Spalten wir wieder in @,,,y.; und @,,.. 
80 ist 


@q = %, 
| ? | » 

mares (24) 

@,— @y = 2 

oder nach (21) 
n n 
z= @ — og = (—“*- — , “4 Jo. (25) 
1 — np, | — na be 


10. Warburg und F. Kubowitz, diese Zeitschr., zurzeit im Druck. 
2 Vgl. Abschnitt XITI. 
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Kennen wir @ und die stationaéren Verteilungszahlen nz und n,, 
so ist nach (25) die photochemische Zerfallskonstante z’ des FeCO 


a der.co 
dt 
Creco 
gegeben. 
IV. Die Verteilung n in intermittierendem Licht. 


Integrieren wir die Gleichungen (17) und (18), so erhalten wir die 
Verteilung » zur Zeit t 


dunkel: 9 = nq + (M — mg) e~@a* OF (26) 
hell: nN = Ny, + (my — m,)e~ nt Ot, (27) 


e ist die Basis der natiirlichen Logarithmen. n, ist die Verteilung 
zur Zeit t= 0 und kann jeden Wert zwischen 0 und 1 haben. Wihlt 
man die Anfangszeiten in (26) und (27) beliebig, so besteht keine Be- 
ziehung zwischen dem Anfangszustand n, bei der Verdunkelung und 
dem Anfangszustand n, bei der Belichtung. 


LaBt man jedoch Belichtung und Verdunkelung aufeinander folgen, 
belichtet also intermittierend, so sind die Anfangszustande n, durch 
die Endzustinde der vorhergehenden Periode festgelegt. Betragt die 
Dauer der Belichtung r und die Dauer der Verdunkelung # und sind 
die Verteilungszahlen n, zur Zeit t= t. und ng zur Zeit t= #. so 
ist in intermittierendem Licht 


(M)aunker = %r, (Mo )nen = No, (28) 


d.h., der Anfangszustand im Dunkeln ist gleich dem Endzustand im 
Hellen und der Anfangszustand im Hellen ist gleich dem Endzustand 
im Dunkeln. Die graphische Warstellung in Abb. 1 erlautert diese 
Beziehung. 

Zu beachten ist dabei, daB n, und ny sich zwar zunichst bei inter- 
mittierender Belichtung von Periode zu Periode andern werden, daB 
sich aber bei fortgesetztem Wechsel von Hell und Dunkel ein Zustand 
einstellt, in dem n, und ng konstant sind. Dann ist n eine periodische 
Funktion der Zeit mit der Periode t +- # geworden. Nur von diesem 
Zustande ist im folgende die Rede. Ob er erreicht ist, erkennt man 
experimentell daran, daB der Sauerstoffverbrauch in der Periode t . # 
konstant ist. 

Ersetzen wir in (26) und (27) die unbestimmten Zeiten ¢ durch 
die bestimmten Zeiten # und t und fiihren die Bedingungen (28) ein, 


Biochemische Zeitschrift Band 202. 14 











210 O. Warburg u. E. Negelein: 


so erhalten wir fiir intermittierende Belichtung mit der Dunkelzeit * 
und der Hellzeit t: 


dunkel: ng == nq +(n,— ng)e~ at”, (29) 
hell Nn, — n, + (ng —n,)e~ nt OF, (30 
Lést man diese Gleichungen nach ng und n, auf, so wird 


Ma + (mp, — Ng) e~ Mat OF — nye Mat OF e-— @t ot 


ng = 1 —e- ate)? emt oe ’ (31 


Nn, — (nm, — Mg) e— A + OF — ng e— n+ Ot, e~ a+ OY (32 
zi% 32) 





rn, = , 
l me (mq + e)* .e (o>), rot 
Hier stehen links die Endzustinde bei intermittierenaer Belicht ung 
rechts auBer den experimentellen GréBen 1, #, ng und n, nur die Ge- 
schwindigkeitskonstanten der Verteilungsreaktion. 


Wir diskutieren die Gleichungen fiir unsere Versuchsbedingungen 
in denen die Belichtungs- und Verdunkelungszeiten gleich waren, und 
bei denen so stark bestrahlt wurde, dab @, groB war gegen @, und @ 


=r, @, +o groB gegen @, + @. 
Sind # und t groB, so fallen in (31) und (32) alle mit e behafteten 
Glieder fort, und die Gleichungen gehen iiber in 
ie = fhe, (33) 
nn = Np, (34) 
d. h., sowohl im Dunkeln als auch im Hellen wird der stationare Ver 
teilungszustand erreicht. Dieser Fall ist unwichtig. 


Lassen wir # und t kleiner werden, so tritt ein Zustand auf, in 
dem zwar noch alle mit ¢~“’~+®* behafteten Glieder fortfallen 
nicht aber die mit e~“a* ®* behafteten Glieder (weil @, + 9 gro! 
ist gegen @, + 9). Dann gehen (31) und (32) tiber in 


Ne == Na + (mM, — ng) e~ a+ )*, (35) 
, cas Mg. (36) 


d.h., im Hellen wird der stationire Verteilungszustand erreicht, im 
Dunkeln jedoch ist der Endwert gréBer als die stationire Verteilungs- 
zahl nz. Dies ist der fiir uns wichtige Fall. (35) und (36) sind div 
Formen, in denen wir die Gleichungen (31) und (32) im wesentlichen 


anwenden. 
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9 Lassen wir # und t weiter abnehmen und so klein werden, dab 
wir setzen kénnen: 


) e~@atO* = 1—(a+e)t, e Cato? = 1—(aq+e)%, (37) 


, so gehen (31) und (32) iiber in 
1) 
@), + @Oq 
roy — > (38) 


 ? 
(@, + @) + (@ua + @) - 


a 
@O, > Oy 


2) 2, = Po (39) 
(a, + @) + (@a + @) — 


oder mit Tt ? und 


@q Na @), Np 
-_= y = . (21) 
0 1 — nq 0 1 — ny 


9 
nd Na + Ny, — 2g. MH 
%9 = — : — . (40) 
0 2 — nq — NM 


r. __ a + Mm — 2g. My (41) 
: 2— ng — 


en ‘ ° e y 
Bei hinreichend schnellem Wechsel von Hell und Dunkel ver- 


schwinden also die periodischen Anderungen von » innerhalb der Zeiten t 
33) und # und der periodische Zustand geht in einen stationiren Zustand 
iiber, der jedoch verschieden ist von dem stationiren Zustand bei 
4) kontinuierlicher Bestrahlung. Bei kontinuierlicher Bestrahlung ist 
n== 7, bei intermittierender Bestrahlung mit der gleichen Licht- 
intensitat ist » fiir sehr groBe Wechselzahl 
Ng + Ny, — 2Ngn, 


in Limes n = (42) 
‘ 2 — ny — Mm 


ol 


Limes nv ist kleiner als n,. Limes n ist durch die stationaren Ver- 
teilungen ng und n, vollstandig bestimmt, insbesondere unabhingig 
35) von der Wechselzahl, falls diese nur groB genug ist. 


Gleichung (42) eignet sich zur Priifung der Theorie. Man bestimmt 
den Sauerstoffverbrauch m, in Luft und fiir gleiche Zeiten den Sauer- 
im stoffverbrauch m,; in Kohlenoxyd—Sauerstoff bei intermittierender 
s- Belichtung. LaBt man die Wechselzahl steigen, so mu m,; zunehmen, 
Lie bis 
m; . Ng + Np, — 2NgNy, 
= Limes n = 
my 2— Na hp 


(43) 


14* 
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geworden ist. Eine weitere Vermehrung der Wechselzahl darf dann 
den Sauerstoffverbrauch m, nicht mehr beeinflussen. 


V. Die Integrale [nae und die Berechnung von e¢. 


Andert sich n mit der Zeit ¢, so ist der Sauerstoffverbrauch in der 
Zeit t nach Abschnitt I, Gleichung (3) 
§ 
m = A, | nat. (3) 


0 


Um also den Sauerstoffverbrauch bei intermittierender Belichtuny 
zu berechnen, miissen wir die Integrale 
4 : 
| ndt und |ndt 


0 0 
bestimmen. 
Multipliziert man (26) und (27) mit dé und integriert von ¢ bis 0 
so erhalt man 
t 


Ny — N, 
dunkel: | nat = tq.t+— = ‘Tl — e— q + 04), (44) 
e Og 7 oO < 
F ny, — 
hell : | nar — m.t——* 87 — e— a tert}, (45) 
@,—- 0 


0 
Dies sind die Integrale fiir beliebige Zeiten und beliebige Anfangs- 
verteilungen no. 
Fiir intermittierende Belichtung mit der Dunkelzeit # und der 
Hellzeit t ist nach (28) 


(M)aunkel — "r. (%)neu —— s- (28 


Fiihren wir diese Bedingungen in (44) und (45) ein und _inte- 
grieren tiber die ganze Dunkelzeit # und tiber die ganze Hellzeit 1 
so sind die Integrale nach (44) und (45) 


ov 


> n ris? ¢ « 
dunkel : | nae = ng. 0 + — “ry — e~ a+), (46) 
@i + @ I 
0 
a 
. | 
n,— 
hell: ndt = m.t ———— [I] —e- ator}, (47) 1 
@, + 0 ; 


¢ 





er 
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Fiir die Anwendungen ist wieder, weil @,-+ @ groB ist gegen 
- 9, e~ @n** zu streichen. Tun wir das und eliminieren n, und ny 


@ 
dureh (35) und (36), so erhalten wir 


da 


Nd 





dunkel: \ ndt = n,.0+ *— "411 ~e- a+), (48) 
@a + @ 
0 
hell: [ nat — my. t — — e—at 9), (49) 
. @, + @ 
(48) und (49) ergibt addiert 
? Tt 
[ndt + [ndt = ny. +m, Tt | 
0 0 | (50) 
oe l 
cal l — e-— q+ oO? " 
+ (n, — aq) ( nr ey 
Setzen wir hier nach Abschnitt III, Gleichung (21a) 
, Q oO a 
== ‘ = ’ 51 
@a + @ co, @, + @ = (51) 
so wird aus (50) 
% t pe 
mas! HA 
ndt+ | ndt = n,.% + n,.1+4 l—e - (52) 
¢ Q 
0 0 


Dividieren wir durch t+ #, so erhalten wir die experimentelle 
GréBe wv 


a t 
| nat 4 | nat 
y= 118 . (6) 
ale 
y mie na. 3+ Np. T 4 ‘ep 9 <2 oe (53) 
o+t Q o+1 
Und mit #= 1 
eo? 
m+n nm, — Nq)* 1—e 1-2, ” 
ade se i varie B (54) 
2 ri +t 


Hier steht links die aus dem Sauerstoffverbrauch in_ inter- 
mittierendem Licht gefundene GréBbe ~. Die rechte Seite enthalt 
auBber #, t und den stationairen Verteilungszahlen n, und n, nur die 
Unbekannte 0, die — mit Hilfe von vier Atmungsmessungen 
nach (54) berechnet werden kann. Driicken wir t und # in Minuten 
aus, 8o ist die Dimension von @ | /Minuten. 
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Fiir grobe Werte von # geht (54) iiber in 
Na + Mp, 


A 
- 


y= 


Dann ist der Effekt des Lichtwechsels verschwunden, der Sauerstof! 
verbrauch in intermittierendem Licht das Mittel aus dem stationaren 

Nu, Nv 
Hell- und dem stationiren Dunkelverbrauch. Das in (54) zu : 


hinzukommende Glied ist also der Effekt des Lichtwechsels. 


VI. Die Bestimmung von e. 


Die vier zur Berechnung von @ nach Gleichung (54) erforderlichen 
Messungen sind: 
1. Sauerstoffverbrauch in der Zeit ¢ in Luft. Ergibt m,. 


2. Sauerstoffverbrauch in der Zeit ¢ in Kohlenoxyd—Sauerstoft 
dunkel. Ergibt m, und ny — mg m,. 


3. Sauerstoffverbrauch in der Zeit ¢ in Kohlenoxyd— Sauerstoff 
bei kontinuierlicher Bestrahlung. Ergibt m, und n, = m), my. 


4. Sauerstoffverbrauch in der Zeit ¢ in Kohlenoxyd—Sauerstoff 
bei intermittierender Bestrahlung mit der gleichen Intensitat wie in 3 
Ergibt m, und y= m,/my. 

Die Zeiten der Hell- und Dunkelperioden sind beim Lichtwechsel 
so zu wahlen, dab 
wird. Dann ist (@,— @) # von der GréBenordnung 1. Den Wert von o 
ermittelt man durch Probieren, indem man verschiedene @-Werte in (54 
einsetzt und zusieht, welcher @-Wert den experimentell gefundenen 
w-Wert liefert. 

Kennt nian 9, so hat man einen vollstiindigen Uberblick iiber die 
Verteilung des Atmungsferments bei intermittierender Belichtung 
und kann » fiir jede beliebige zwischen ¢ = 0 und t= 1, ¢= 0 und 
t= # liegende Zeit berechnen. Man berechnet die Anfangswerte 
Ny = Ng und ny = n, nach den Gleichungen (31) und (32), die n-Werte 
zu den Zeiten ¢ aus den allgemeinen Gleichungen (26) und (27), in die 
man v9 und n, einsetzt. Die n-Kurven der Abb. | sind auf diese Weise 
aus dem Versuch der Tabelle I, Abschnitt XIII, berechnet. 


VII. Photochemische Induktion. 


Kennt man g, so kann man auch die Frage beantworten, wie lange 
es dauert, bis der stationére Hellzustand erreicht ist, wenn man von 








fi 


en 


en 


tt 


it 


ng 
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dem stationaéren Dunkelzustand ausgeht oder bis der stationire Dunkel- 
zustand erreicht ist, wenn man von dem stationiren Hellzustand 
ausgeht. 


n als Funktion der Zeit ¢ ist durch die allgemeinen Gleichungen (26) 
und (27) gegeben 


dunkel: mn == mg + (my — ng) e~ at OF, (26) 
hell: nm == ny, + (my — m,)e~ nt OF, (27) 


die nunmehr, da nicht mehr von intermittierender Belichtung die Rede 
ist, unabhangig voneinander sind. 


Gehen wir von den stationiren Zustiinden aus, so ist 


dunkel: n == ny + (nm, — ng) eat OF, 
no = ny, 

hell: nN = Np, + (My — Ny) e~ nt OF, 
Ngo = Ng 


Eliminieren wir @, und @, durch (51) 


2 Q 
a,+o= : @, e= : 
1 — Np 1 = Ge 
so erhalten wir 
= ee 29 
dunkel: n = ng +(n,—ng)e 1-4 
no = nh 
Pa. 
hell: » = Np + (nq -N,)e —% | 
ry = Nad 


Der stationire Zustand ist bis auf 1°,, erreicht. wenn 


0 


¢ & 
- n 
ny, — Ny) € d 
( A ) = 001. 4 
Np, -- Na ‘ 
v 
(ng—m)e '-—™ ° 
: a = 001 


na —— Ny 


geworden ist, wo ¢, die ,.Induktionszeit beim Ubergang von Hell zu 
Dunkel und ¢, die .,Induktionszeit’ beim Ubergang von Dunkel zu 
Hell ist. List man nach ¢, und ¢, auf, so erhalt man: 


t, = In 100 a "a 
oO 


~ Np, 


] 
ts. = In 100 
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In dem Versuch der Tabelle II, Abschnitt XIII, war 


| ng = 0,228, m, — 0,910. 


l 
= 34 
e [ Minuten 
also 
t, = 1,48 Minuten, 


ty = 0,17 ” 


Es ist leicht einzusehen, daB man g aus der photochemischen 
Induktion berechnen kann, indem man die Atmung direkt nach dem 
Verdunkeln miBt. Die Atmung ist dann zuniichst gréBer als im statio- 
niren Dunkelzustand, und aus dem Mehrverbrauch an Sauerstoff 
ergibt sich @. Doch ist die Methode aus experimentellen Griinden 
nicht brauchbar. 


VIII. Berechnung des Lichtabsorptionskoeffizienten aus der photochemischer 
Zerfaliskonstante. 


Der Trog, Abbildung 2, enthalte v ccm einer Eisen- 
carbonyllésung. Die Grundfliche des Troges sei qqem. 














: die Héhe dcm. Es werde in der Richtung der Pfeile 
tH eal. 
ww “ mit der konstanten Lichtintensitat i [ — 
ttt gem . Minuten 
Abb. 2. monochromatisch bestrahlt. Ist ¢ die Konzentration 


der Eisencarbonylverbindung [Grammatome Fe / ccm) 
und £ der Lichtabsorptionskoeffizient der Eisencarbonylverbindung 
{qem/Grammatome Fe], so werden in dem Trog pro Minute 


t.qg.(1 —e~#e4), (55) 


Grammkalorien Licht absorbiert. e ist die Basis der natiirlichen 
Logarithmen. Ist der Exponent -von e klein, so geht (55) tiber in 


i.q.B.c.d. (56) 


Die absorbierte Kalorienintensitat rechnen wir in Quantenintensitat 
um. Ist NV, die Avogadrosche Zahl [1/Mole}, h das Plancksche Wirkungs- 
quantum [cal x Zeit] und » die Schwingungszahl des Lichtes [1 /Zeit), 
so ist Nyh» die Energie eines Moles Quanten [cal/Mole]. 


Dividieren wir (56) durch N yh», so erhalten wir die Mole Quanten, 
die in dem Troge pro Minute absorbiert werden. 


i.qg-B c.d 
No. Av 
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Da 1 Lichtquantum 2 Eisencarbonylgruppen spaltet', so werden 
in dem Troge pro Minute 
2. i.q.B.c.d 
Ny. hv 
Grammatome Carbonyleisen gespalten. 
Die Gesamtmenge an Carbonyleisen in dem Trog betragt 
c.v=c.q.d (59) 


(58) 


Grammatome Fe. Dividieren wir (58) durch (59), so erhalten wir die 
photochemische Zerfallskonstante der Eisencarbonylverbindung 
—de 
dt , i.p 


== = 3.—_—. ) 
= 2 Nohy (60) 

Im allgemeinen wird man diese Gleichung benutzen, um die photo- 
chemische Zerfallskonstante aus dem Lichtabsorptionskoeffizienten zu 
berechnen, da im allgemeinen die Messung von f einfacher ist als die 
Messung von z’. Fiir die Carbonylverbindung des Atmungsferments 
liegt es umgekehrt. Hier kann man 2’, nicht aber 8 messen, und in 
diesem Falle benutzen wir Gleichung (60), um # aus 2’ zu berechnen: 
1 , Noh 
oe oe 


Eliminieren wir z’ durch Gleichung (25), Abschnitt ILI, 
oe ( Np Na Je. (25) 


l1— Ny» ' 1 — ne 

so erhalten wir den Absorptionskoeffizienten der Carbonylverbindung 
des Atmungsferments 

ee Ny, Ne Ny hy 

pan “| Feeney —t-) ay ie 


wo n, diejenige stationére Verteilung ist, die kontinuierliche mono- 
chromatische Bestrahlung mit der Frequenz » und der Intensitat i 
erzeugt. Die Dimension von @g ist 1/Zeit, Einheit der Zeit ist (wie in #) 
die Minute. Die Dimension von f ist qem/Grammatome Eisen. Variiert 
man v der Gleichung (61), so erhilt man das absolute Absorptions- 
spektrum der Carbonylverbindung des Atmungsferments. 


(61) 


. P i . Nh Nad . . 
Bezeichnen wir die Differenz — —= mit AV, so kénnen 
—MNp — Na 
wir statt (61) schreiben 
Oa 1 AV Nhe 
_—s 2 


1 O. Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 200, 414, 1928. 
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Bestrahlen wir mit den Wellenlaingen 4, und A, und versehen die zi: 
A, und a, gehérenden GréBen mit den Indizes 1 und 2, so ist 


Nohv 

A, = 4 0;-9-e, 
= 1 

1 . N, hy. 

Ay = 9 4Vs-e- z *. 





Dividieren wir, so wird 
4 j : 
By AV, Ay ty 


- ae =" (82 
Bs IV, 4, 1; 

Dies ist die erste zur Bestimmung des relativen Absorptionsspektrums 
abgeleitete Gleichung?. 


Gleicht man bei dem Versuch die Intensitaéten *, und 7, so aus, dal 


A’, AV, 
wird, so geht (62) iiber in 
By hy ty . 
3 j . ; . (63) 
Ps 1 4 


Dies ist die zweite zur Bestimmung des relativen Spektrums abgeleitete 
Gleichung. (63) ist? unabhangig von dem Massenwirkungsgesetz abgeleitet 
und deshalb allgemeingiiltiger als (62). 


1X. Anmerkungen zu Abschnitt VIII. 


og der Gleichung (61) wird zwar nach (54) durch Bestrahlung be- 
stimmt, ist aber, als Geschwindigkeitskonstante der Dunkelreaktion 


FeO, + CO = FeCO + O,, 


unabhangig von der Intensitaét der Bestrahlung. Das Licht ist bei 
der @-Bestimmung nur das Mittel, um die stationare Verteilung zu 
verschieben. Deshalb koramt bei der 9-Bestimmung eine Messung der 
Licittintensitat nicht vor und deshalb ist die bestimmte GréBe i der 
Gleichung (61) zu unterscheiden von dem beliebigen ¢, mit dem bei 
der @-Bestimmung bestrahlt wird. Es sind also auch die stationdren 
Hellyerteilungen », in (54) und in (61) als voneinander unabhangige 
GréBen zu unterscheiden. ¢ bei der @-Bestimmung war so groB wie mig- 
lich, das Licht ein Gemisch der Quecksilberlinien 366, 405 und 436 ji) 
i bei der £-Bestimmung war kleiner, das Licht monochromatisch. 


Wiahrend die Lichtintensitaten bei der Bestimmung von @ und / 
verschieden sein kénnen, miissen Zellmaterial, Temperatur und dic 
Drucke des Kohlenoxyds und Sauerstoffs bei beiden Bestimmungen 
gleich sein. Denn @ ist nach Gleichung (22) abhangig von der Atmung 
von dem Verhiltnis peg/po, und von der Temperatur. Von dem 


' O. Warburg, diese Zeitschr. 189, 354, 1927. 
2 O. Warburg und E. Negelein, ebendaselbst 200, 414, 1928. 
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Lichtabsorptionskoeffizienten § wird man zunachst annehmen, dal} 
er von diesen Bedingungen unabhangig ist, daB also das Produkt 


np ny 
1 — n), ~ fom Ny 
. 
der Gleichung (61) bei allen Variationen der Atmung, der Temperatur 
und der Gasdrucke konstant bleibt und sich nur mit der Wellenlinge 
andert. 


Was die Variationen der Fermentkonzentration ¢ anbetrifft, so 
ist die Frage, ob das Beersche Gesetz gilt (8 unabhangig von c). Streng 
genommen, ist £ nach Gleichung (61) der Lichtabsorptionskoeffizient 
nur fiir diejenige Fermentkonzentration, die in den Versuchszellen 
vorliegt. 


Erhéht man die Fermentmenge in der Volumeneinheit, indem man 
mehr Zellen in ein gegebenes Volumen hineinbringt, so andert sich, 
wie kaum erwahnt zu werden braucht, die Konzentration im physikalisch- 
chemischen Sinne nicht, und folglich auch nicht 8. Nur wenn man 
die Fermentmenge in der Volumeneinheit dadurch erhéht, daB man 
fermentreichere Zellen benutzt, kommt eine Abweichung von dem 
Beerschen Gesetz in Betracht. 


Abweichungen von dem Beerschen Gesetz kommen zustande durch 
Anderungen des Molekularzustandes und durch die Zusammenstibe 
der Molekiile, beides Komplikationen, die bei der unendlich kleinen 
Konzentration des Atmungsferments an den Oberflichen weniger zu 
befiirchten sind, als bei den im Vergleich dazu konzentrierten Farb- 
stofflésungen, mit denen der Chemiker arbeitet. Immerhin wird man 
bei der Aufnahme der Vergleichsspektren an etwaige Anderungen 
von § mit ¢ denken und die Farbstoffkonzentrationen so niedrig als 
miglich wahlen. 


X. Voraussetzung der Theorie. 


Zum SchluB sei auf eine Voraussetzung der Theorie aufmerksam 
gemacht. 
Gleichung (14 b) 
dn 


qa @(l—n)— on 


wurde unter der Annahme integriert, daS @ und @ unabhingig von 
der Verteilung x sind. Diese Annahme trifft zu, wenn es nur eine Art 
von FeQO,- und nur eine Art von FeCO-Bindungen gibt. Ist aber das 
Atmungsferment eine polymerisierte Eisenverbindung, wie das Himo 
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globin nach den Messungen von G. 8S. Adair, so gibt es verschieden 
FeO,- und verschiedene FeCO-Bindungen und folglich verschiedene 
Zerfalls- und Bildungskonstanten Z,, Z,... 2, 2%... By, By... 
b,, b,... Dann kénnte es sein, daB sich @ und @ mit der Verteilung » 
andern. Nur wenn nahezu 


Z, — Z>, % =— Zo. B, => B,, b, = by usw.. 
so waren @ und @ unabhangig von der Verteilung n. 


Gegen eine Abhangigkeit der @ und @ von der Verteilung n spricht 
n 
daB —— a bei konstanten O,- und CO-Drucken — eine lineare 


Funktion? der Lichtintensitat 7 ist. 


Gegen eine Abhangigkeit der @ und @ von der Verteilung » spricht 
ferner, daB die Limes-n-Beziehung zutrifft. Denn diese Beziehung 
ist unter der Voraussetzung abgeleitet, dab @ und @ unabhiangig von 
der Verteilung n sind. 


Fir eine Abhangigkeit der @ und @ von der Verteilung n scheint 
zunichst zu sprechen, dai bei Variation der O,- und CO-Drucke das 
Verhaltnis 

a 
1—n Po, 


(bei tiefen Temperaturen) nicht® konstant ist. 


Abweichungen von der einfachen Voraussetzung der Theorie 
treten also auf, wenn man die Verteilung x durch Variation der 0,- 
und CO-Drucke verschiebt, nicht aber, wenn man die Verteilung » 
durch Belichtung vevschiebt. Nimmt man an, daf das Verhaltnis 
Pco/Po, an den Orten der Reaktion nicht proportional dem Ver- 
hiltnis peo/Po, in der Lésung ist, so ist der Widerspruch beseitigt 
und man kann zunichst dabei bleiben, @ und @ wenigstens an. 
genahert als unabhingig von der Verteilung n zu betrachten. 


Will man den Abweichungen, die bei Variation der Gasdrucke 
auftreten, Rechnung tragen, so hat man in Gleichung (22) statt 
(Peo/Po,) das Verhaltnis (pgo/Po,)"* einzusetzen. Dies hat keine 
weiteren Konsequenzen, da in dieser Arbeit immer nur von den 
Anderungen der Verteilung n bei konstantem Verhiltnis pgo/po, die 
Rede ist. 


1G. S. Adair, Journ. of biol. Chem. 68, 493, 1925. 
2 O. Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 198, 339, 1928. 
3 Dieselben, ebendaselbst 198, 334, 1928. 
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Experimenteller Teil (von O. Warburg und E. Negelein). 
XI. Versuchsanordnung. 


Als Versuchsmaterial diente die wilde Hefe Torula utilis des Berliner 
Instituts fiir Garungsgewerbe, die, wie friiher beschrieben', in Rein- 
kultur geziichtet war. Die Suspensionsfliissigkeit bei den Messungen 
war m/20 KH,PO, mit 1°, Athylalkohol. Die Versuchstemperatur 
war 10°. 

Zur Messung des Sauerstoffverbrauchs diente ein Differential- 
manometer (Sperrfliissigkeit Capronsaure). Der Querschnitt der 
Manometerkapillare war 0,175 qmm. Das Volumen des Versuchstroges 
war 49,9 ccm, des Kompensationstroges 49,5 ccm. In den Kompensa- 
tionstrog wurden 5 bis 10cem Alkohol-Phosphatlésung eingefiillt, in 
den Versuchstrog das gleiche Volumen derselben Liésung mit 20 cmm 
Zellen. Die GefaBkonstante fiir Sauerstoff war 3,5 bis 4.5qmm. Eine 
Abbildung der Versuchsanordnung findet man in dieser Zeitschr. 193, 
339, 1928. 

Der Effekt des Lichtwechsels trat auf bei einer Belichtungs- und 
Verdunkelungsdauer #—t von der GréBenordnung einer Minute. 
* und t bei der ~-Bestimmung waren 0,5 Minuten. Zur Verdunkelung 
und Bestrahlung bei der %-Bestimmung wurde in Abstinden von 
0.5 Minuten eine in den Strahlengang eingeschaltete Klappe gehoben 
und gesenkt. 

Bei der Limes-n-Bestimmung waren die Belichtungs- und Ver- 
dunkelungszeiten t= # = 0,53.107- bis 0,58.107* Minuten. Zur 
Erzeugung dieser schnellen Wechsel diente ein rotierender vierteiliger 
Sektor, dessen Geschwindigkeit durch Vorgelege variiert wurde. Er 
war in den Strahlengang an einer Stelle eingeschaltet, an der der 
Querschnitt des Strahlenbiindels klein gegen die Sektorausschnitte 
war, so daB die Ubergangszeiten hell—dunkel gegen die Hell- und 
Dunkelzeiten klein waren. 

Bei allen Ubergiingen von dunkel zu kontinuierlich hell oder von 
dunkel zu intermittierend hell und umgekehrt wurde eine Vorperiode 
von 5 Minuten eingeschaltet, um den stationiren oder periodischen 
Zustand herzustellen. Dann wurden in Abstiinden von 5 Minuten die 
von dem Sauerstoffverbrauch der Hefe herriihrenden Druckinderungen 
mit dem Kathetometer abgelesen. 


XII. Bestimmung von Limes n. 
Tabelle I enthalt einen vollstandigen Versuch mit allen experimen- 


tellen Einzelheiten. Aus dem Versuch geht hervor, daf$ der von 
der Theorie geforderte Limeswert der Verteilung gefunden wird. 


1 O. Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 198, 334, 1928. 
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Tabelle I. 
10°. Im Versuchsgefa8B 20cmm Hefe. 
Intensitat des Lichtes ~ 6. 10—-% cal/qem. Minuten. Das Licht war ei 
Gemisch der Hg-Linien 366, 405 und 436 avy. 





Abgeles. 
} Druck — ve 
Gasraum || Belichtungsart oe “Mittel” n Bemerkungen 


] mmin¥Y mm in ¥ 








Intermittierend 2.60 . 2.55 
oe “ oe imes 
t— &— 0.67 2.50 | 2.55 Limes n 2.93 
10-8 Min. 2.55 |I 0.87 
— 2,65 2.76 
Kontinuierlich | — 2.80 | 2.76 | "h~ 2.93 
— 2.80 0.94 
‘+tiere 9 45 2.55 
a oo | tie (| Limes n 908 
; t ; — &yf — Sk ne Limes fund 
95%C0] .10-2Min. | —2)50 | | 0.87 — 
r ad - Qn: Limes n berechnet 
3% Og Intermittierend | ~ 2.45 l | 2,53 nach Gisichuns 
roe 0,58 — 2.65 2.53 ! 2.93 (43): Limes n 
. 10-4 Min. 250 | 0.87 Nat My—2n, n, 
97 = 
a CX Gye i ee 
Kontinuierlich 265 — 2,70 § h 2,93 | |— 087 
yi — 2,65 | | 0:93 
0.57 
0.60 sn a 
Dunkel O55 | _ 0.57 "d~ 293 
Wy — 0,59 |I | 0.19 
3.00 
, — 2.80 . 
Luft Dunkel _9 95 ( — 2:93 
| | 295 


XIII. Bestimmung von e. 

Tabelle II enthalt einen Versuch mit allen experimentellen Einze'- 
heiten, in dem @ = 2,5 reziproken Minuten gefunden wurde. 

Bei einem anderen Versuch unter den gleichen fduBeren Be- 
dingungen wurde gefunden: 

Na = 0,204, n, = 0,89, y = 0,715 fir r — & — 05. 
Nach Gleichung (54): 
Mit 9 = 2.3 wird y = wisand 


9-25 .,, ww = 0,697) o nahezu gleich 2,3. 
e= 3.0 . w= 0,681 


Wir finden also @ im Mittel gleich 2,4 reziproken Minuten, bei |’ 
und in einem Kohlenoxyd-Sauerstoffgemisch von rund 95 Vol.-°, CO 
und 5 Vol.-°, Og. 





nzel- 
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Tabelle 1]. 
10°. 20emm Hefe im VersuchsgefaB. 
Intensitat des Lichtes ~ 6. 10-* cal/qem. Minuten. Das Licht war ein 
Gemisch der Hg-Linien 366, 405 und 436 wu. 





Abgelesene _Druck- 
Gasraum | Belichtungsart a. Mitel n und v 


mm in 5 mm in 5’ 


| fj) — 820 | | 
Luft Dunkel — 3,20 3,20 
— 3,20 Nach Gleichung 
na _ 0,78 (54). 
Dunkel - - - ~— - 0,73 "a 3,20 Mit ¢ = 2,0 
| — 0,70 | — 0.228 wird y¥ = 739 


2.99 wird yo = 








45% CO} Kontinuierlich {| —2,90 | _ 99 | m= 350 Mit 0 = 30 
5.5% 0.) hell... .| —290 f°" 7} 0910 wird y) = 0,702. 
ical ‘ 9¢ Also 
Intermittierend | — 2,30 | | w 2,28 enahezu gleich 25. 
t—? 0,5; — 2,20 — 2,28 3,20 
Minuten — 2.35 = 0.713 


XIV. Bestimmung von fp. 
Wir haben die Verschiebung der Verteilung 
A) na 
i—m, i—a 
durch die bolometrisch gemessene Lichtintensitat ¢ in acht verschiedenen 
Spektralbezirken bestimmt. Sechs Spektralbezirke waren Linien der 
(Juecksilberdampflampe, zwei Bezirke (rot) wurden mittels eines 
Monochromators aus der Strahlung der Metallfadenlampe _ isoliert. 
Versuchsmaterial, Temperatur, Kohlenoxyd- und Sauerstoffdruck 
waren dieselben, wie bei der g-Bestimmung. Wir entnehmen die Zahlen 
einer vor kurzem veréffentlichten Arbeit! tiber die Verteilung des 
Atmungsferments und berechnen mit @ = 2,4 die £-Werte nach der 


Formel (61) 


Np Na ). Nohv 61) 


? 


p=, 


Tabelle II] enthalt die experimentellen Daten und das Ergebnis 
der Rechnung. Wie man sieht, liefern verschiedene Versuche mit 
derselben Wellenlinge £-Werte, die bis 20°,, von dem Mittelwert ab- 
weichen, was daher riihrt, dab wir @ und die Verschiebung der Ver- 
teilung nicht fiir dieselben Zellen gemessen haben. Immerhin geniigt 
das bisher vorliegende Versuchsmaterial, um die absoluten Licht- 
absorptionskoeffizienten mit einer Genauigkeit von etwa 20°, zu 
berechnen. 


1 — n, 1— ny 


1 O. Warburg und FE. Negelein, diese Zeitschr. 198, 339, 1928. 
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Tabeile ITI. 


10°. 20cmm Torulahefe in 10cem m/20 KH,PO,, 1% Athylalkoho! 


Im Gasraum 95 Vol.-°% CO, 5 Vol.-% O,. 





Wellen- Noh Lichtintensitat | 








lange cal cal My, rn, 2 8 Mittel 

uu Mole l= Minut. 

366 77550 4 =©3,72.10-4 0,257 0,158 0,397 . 10° 0,40 . 10° 
405 70080  086.10—4 0,265 0,230 0,61 .10° 0,61 . 10° 


436 65100 | 068.10-*¢ 0350 0220 30 108) 


436 65 100 3,06 10-4 0,633 0,151 40 .108 3,3 . 10° 


436 65100 252.10-4 0.550 0,220 29 .108 

492 57700 | 220.10-4 0.263 | 0.226 0.13 .10° 0,13 . 10° 
546 52000 240.10-4 0,297 0,226 0,34 .108 0 29 ‘ 
B46 «4552000 18 .10-4 0.490 0220 024 .108 29 . 10 


B78 49110 246 10-4 0,590 0.174 | 0.295.108 
578 «« 49110. -866.10-4 0362 0253 0.368.108 
578 «49110 12 110-4 ~=0.440 0.197 0.260.108 | 


0,31 . 10° 


615 46109 408.10-4 0322 | 0236 | 0.223.105 022.105 


685 41 500 6,9 .10-< 0,223 | 0,226 0 0 


34798 





32 








| Abb. 3. 


1 Absolute Lichtabsorptionskoeffizienten 7 der 

Kohlenoxydverbindungen des Atmungsferments 

(gestrichelte Linie) und des reduzierten Himins 

(ausgezogene Linie). Die Dimension von # ist 
qcem 

Grammatome Fe 
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Der absolute Absorptionskoeffizient der Kohlenoxydverbindung 
des Atmungsferments ist im Maximum (/ 436 uu) von der Grében- 
ordnung 10°, bei 4492 uu von der GréBenordnung 10’. Im Rot bei 
685 up ist keine Absorption nachweisbar. 
In Abb. 3 sind die £-Werte als Funktion der Wellenlinge / ein- 
getragen und die Punkte durch die gestrichelte Linie verbunden. 
Koénnte man die Lichtmenge, die von dem Atmungsferment in 
einer gegebenen Hefemenge absorbiert wird, messen, so kénnte man 
nunmehr nach der Gleichung 
¢ = Ge Fed 
die Fermentkonzentration ¢ berechnen. Wegen der Zerstreuung und 
weil die Hefe neben dem Atmungsferment noch andere gefairbte Sub- 
stanzen enthalt, ist dies nicht méglich. 


XV. Die absoluten Lichtabsorptionskoeffizienten anderer Eisencarbonyl- 
verbindungen. 

Zum Vergleich wurden die absoluten Absorptionskoeffizienten der 
Kohlenoxydverbindung des reduzierten Himins bestimmt. Hamin 
wurde in alkalischer Lisung (Boratpuffer pg 9,5, in bezug auf Bor- 
siure 1 mol.) mit Cystein bei 40° reduziert. Dann wurde Kohlenoxyd 
von Atmosphirendruck eingeleitet und nach 4 Stunden (40°) die 
Lichtschwachung bolometrisch (fiir die Quecksilberlinien) und photo- 
metrisch (fiir den Spektralbezirk um 414 uu) gemessen. Die Konzen- 
tration des Himineisens war 2. 10~* Grammatome Fe/ccm. Folgende 
Zahlen wurden erhalten: 





‘ qem 

wi 5 Grammatome Fe) 
366 0.47 . 108 
405 1,60. 10° 
414 2.99 .10° 
436 0.36 . 108 

492 0.14. 10° 
546 0,25. 10° 
578 0,17. 108 


Es sind also die absoluten Absorptionskoeffizienten der Kohlenoxyd- 
verbindung des reduzierten Haimins von derselben GréBenordnung, wie 
die Absorptionskoeffizienten der Kohlenoxydverbindung des Atmungs- 
ferments, nimlich von der GréBenordnung 10° im Maximum (A 414 sa) 
und 10? bei 492 uu. Im Rot bei 685 uu absorbiert die Kohlenoxyd- 
verbindung des reduzierten Hamins ebensowenig, wie die Kohlenoxyd- 
verbindung des Atmungsferments. 

In Abb. 3 sind die 8-Werte des Kohlenoxyd-Hamins als Funktion 
der Wellenlinge 4 eingetragen und durch die ausgezogene Linie ver- 
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bunden. Wie man sieht, ist das Spektrum des Carbonyl-Atmungs 
ferments gegen das Spektrum des Carbonyl-Hamins um etwa 20 ji,, 
nach Rot verschoben. Im iibrigen stimmen beide Spektren weitgehen: 
iiberein, z. B. die Maxima auf 10° ihres Wertes. 

Beriicksichtigt man die Verschiebung, so wird man eine genaue 
Ubereinstimmung der £-Werte nur an solchen Stellen des Spektrums 
erwarten, wo df/d/ fiir beide Verbindungen klein ist. Eine solche 
Stelle ist die Gegend der blaugriinen Quecksilberlinie 2.492 uu. Hier 
finden wir 

B des Carbonyl-Atmungsferments 0,13 . 108, 
B des Carbonyl-Hamins .... 0,14. 10. 


Zum Vergleich wurden ferner die absoluten Lichtabsorptions. 
koeffizienten £8 des Kohlenoxyd-Ferrocysteins gemessen. Kohlenoxyd- 
Ferrocystein ist eine kiirzlich von W. Cremer! gefundene Eisencarbony!- 
verbindung, die bei Belichtung dissoziiert. Wir finden § des Kohlen- 
oxyd-Ferrocysteins bei einer Konzentration von 1,79 . 10~* Gramm. 
atomen Fe/ccm: 





. qcem 

sd B Grammatome fe) 
366 0.67 . 108 
405 046 . 10° 
436 048 . 108 
492 ‘ 0,65 . 106 
546 017 .108 
578 0,032 . 108 


‘ 


Es sind also die Absorptionskoeffizienten des Kohlenoxyd-Ferro- 
cysteins um einige Zehnerpotenzen kleiner als die Absorptionskoeffi- 
zienten der Kohlenoxydverbindungen des Atmungsferments und des 
reduzierten Hamins. Die Maxima unterscheiden sich um das 500fache 

In Abb. 4 sind die £-Werte des Kohlenoxyd-Ferrocysteins als 
Funktion der Wellenlange A eingetragen und die Punkte verbunden. 
Der MaBstab der Ordinaten ist dabei 500mal so groB gewahlt, wie in 
Abb. 3. Wie man sieht, ist nicht nur die Gréfenordnung der Absorption, 
sondern auch die Form des Spektrums fiir die in 3 und 4 dargestellten 
Substanzen verschieden. 

Zum Vergleich fiihren wir schlieBlich noch die absoluten Licht- 
absorptionskoeffizienten des Eisenpentacarbonyls, Fe(CQO),. an, die 
J. Drechsler? in dem Laboratorium von Plotnikow bestimmt hat. 


1 W. Cremer, diese Zeitschr. 194, 231, 1928. 
2 Zeitschr. f. Elektrochem. 84, 321, 1928. 
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qcm 
i= Grammatome x) 
436 12,7 .105 
480 1,75 .10° 
500 0.90 .108 
520 0.50 . 108 
540 030 . 108 
569 O17 .108 
580 0.11 .108 
600 0,071 . 108 


Die Absorptionskoeffizienten des Eisenpentacarbonyls sind rund 
vier Zehnerpotenzen kleiner als die Absorptionskoeffizienten der Kohlen- 
oxydverbindungen des Atmungsferments und des reduzierten Hamins 

In Abb. 5 sind die £-Werte des Eisenpentacarbonyls als Funktion 
der Wellenlainge eingetragen und die Punkte verbunden. Der MaBstab 
der Ordinaten ist dabei 20000mal so groB gewahlt, wie in Abb. 3. 


XVI. Chemische Konstitution des Atmungsferments. 


Nach dem vorhergehenden Abschnitt ist das Spektrum der Kohlen- 
oxydverbindung des Atmungsferments nicht etwa das Spektrum der 
Eisencarbonylgruppe schlechthin, sondern das Spektrum einer Eisen- 
carbonylgruppe, die an ein bestimmtes organisches Tragermolekiil 
gebunden ist, dasselbe, das in dem Kohlenoxyd-Hamin vorliegt. 

Das Molekiil, das in dem Kohlenoxyd-Hamin die Eisencarbony!- 
gruppe trigt, ist der Tetrapyrrolkern, dessen Stickstoff mit Schwer- 
metallen komplexe Salze, mit Eisen die Hamine bildet. Eine derartige 
komplexe Eisenverbindung ist, wie aus seinem Spektrum hervorgeht, 
auch das Atmungsferment. 














Glycerophosphatasewirkung 
von Pflanzensamen und Fermentsynthese. 


Von 
Antonin Nemec. 


(Aus dem biochemischen Institut der Staatlichen Versuchsanstalten fiir 
Pflanzenproduktion in Prag.) 


(Eingegangen am 6. September 1928.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die Frage nach der enzymatischen Uberfiihrung von Phosphat- 
ionen in organische Verbindungen bietet, vom Standpunkte der Physio- 
logie des Pflanzenorganismus betrachtet, viel Interesse. Der entgegen- 
gesetzte Reaktionsverlauf, die Zersetzung der organischen Phosphor- 
siureverbindungen durch spezifische Enzyme, wurde von mehreren 
Forschern an verschiedenen Phosphorsaureestern, die als Reservestoffe 
im Pflanzenorganismus auftreten, klar bewiesen. Durch die grundlegenden 
Versuche Neudergs und seiner Mitarbeiter! an Hefeorganismen angeregt, 
habe ich vor einigen Jahren die Zersetzungswirkung der Glycerophospha- 
tase und Saccharophosphatase von Pflanzensamen niher verfolgt®. Die 
verOffentlichten Resultate meiner Untersuchungen bezogen sich bisher 
nur auf Enzymvorginge, die sich im Zustande der latenten Lebens- 
fahigkeit der Samenorganismen in der Winterruhe abspielen. Nunmehr 
will ich tiber weitere Versuchsergebnisse berichten, welche die Ver- 
anderungen der Glycerophosphatasewirkung im Laufe zweier physio- 
logisch interessanter Entwicklungsstadien der Pflanzensamen dar- 
stellen, namlich wahrend der Keimungsvorgiinge des neu erwachten 
Organismus und wahrend der Nachreife von neugebildeten Samen, 
deren Veréffentlichung seinerzeit unterblieben ist. 


Glycerophosphatasewirkung wiihrend der Keimung des Samens. 

Zwecks Verfolgung der Enzymaktivitit im Laufe der {ersten 
Keimungsstadien wurden Versuche mit Sojabohne, Gerste, Mais und 
Erbse angestellt. Die Samen wurden vom Keimbett je nach Verlauf 


1 C. Neuberg und L. Karczag, diese Zeitschr. 86, 60, 1911; C. Newberg 
und K. Djenab, diese Zeitschr. 82, 391, 1917. 

2 A. Némec, ebendaselbst 98, 94, 1919; 119, 73, 1921; 187, 570, 1923; 
188, 198, 1923. 
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bestimmter Zeitpunkte abgenommen, bei 40°C vorsichtig getrockne: 
und nachher fein vermahlen. 

Versuch mit Sojabohne (Abb. 1). 2,5 g Feinmeh] wurden mit 100 ce: 
1% iger Natriumglycerophosphatlésung vermischt und unter Zusatz von 
2ccem Toluol im Brutschrank bei 28°C belassen. Nach 7 Tagen wurd: 
der Versuch durch Filtrieren abgebrochen und im Filtrat die abgespalten: 
Phosphorséure in der friiher schon beschriebenen Weise bestimmt. Als 
Kontrolle wurden gleichzeitig Parallelversuche mit Wasser angestellt. 





Mg, P, O;, abgespaiten in mg in 100ccem Lésung 





Keimtage Enzymwirkun 
Autol nzy g ’ 
tm Wasser | ie Giysero- ||  Diderens 
0 312 2235 | 1923 
1 322 | 2610 | 2293 
4 396 | 2900 | 2504 
7 46.4 299 2 252.8 
mg Mg, F, 0, 
260 











250 ‘ar = sa 
Sojabohne 


240 


























230 a — 
220 + 
210 : ae ies ecaies) CR 
200 | a eae are Wee eee 
190}—-++ a. T . 
Te ee ee ae See Be oe. . See | 
Keimtage Keimtage 
Abb. 1. Abb. 2. 


Versuch mit Gerste (Abb. 2). Bei dieser Versuchsreihe wurde auch die 
Saccharophosphatasewirkung untersucht. Versuchsmedium: 2.5 g Samen. 
100cem 1%ige Natriumglycerophosphat- bzw. Saccharophosphatlésung 
und 2cem Toluol. Enzymwirkung: 4 Tage. 





Mg2 P.O; in mg, abgespalten in 100 ccm Lésung : 





Keimtage . . — ’ 
Autolyse m.. Differenz re... Differenz P 
— ——— ————————— ——<————— = $$ 1 
ie he 112.8 95.6 39,2 22.0 | 
1 20,4 96,0 75,6 44.6 24.2 } 
2 22.4 113.2 99.8 45.6 23,2 
3 25,2 56.8 131,6 49.1 24,2 € 
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Versuch mit Mais (Abb. 3). 2,5g¢ Samenmehl, 100cem 1°, iges Natrium- 
glycerophosphat und 2ccm Toluol. Enzymwirkung: 5 Tage. 





Mg, P.O; in mg, abgespalten in 100 ccm Lésung 






































Keimtage Enzymwirkung 
Autolyse in Glyceros Differenz 
‘ phosphatlésung 
Is 
t. 0 24.6 203,7 179.1 
1 20.2 | 1720 151,8 
2 191,2 169,0 
5 302,0 270.0 
mg May 0, 
160 
140 
120 
100 
80 
0 7 2 3 5 ee 3 g 
Keimtage Keimtage 
Abb. 3. Abb. 4 


‘ 


Versuch mit Erbse (Abb. 4). 2,5 ¢ Erbsenmehl, 100 cem 1 °,ige Natrium- 
glycerophosphatlésung und 2cem Toluol. Enzymwirkung: 4 Tage. 





Mg P.O; in mg, abgespalten in 100 ccm Lésung 





Keimtage Enzymwirkung 
| Autolyse in Glycero- Differenz 
phosphatlé.ung 
0 31,2 112.8 81,6 
1 31,2 113,6 82.4 
‘e 2 30,0 120,0 90,0 
3 37,2 144.8 107,6 
. 4 52,8 248.0 195,2 


Aus den Versuchsergebnissen ist ersichtlich, daBS durch Keim- 
prozesse die Glycerophosphatasewirkung erheblich geférdert wurde. 
Bei Versuchen mit Gerste und Mais konnte in den ersten zwei Tagen 
eine wahrnehmbare Verringerung der Enzymtitigkeit beobachtet 
werden, die sich aber bald in eine wesentliche Steigerung veranderte. 
Die Mobilisierung der Enzymkrifte in keimenden Samen ist eine langst 
bekannte Erscheinung, deren sich auch die Glycerophosphatase nicht 
entzieht. 
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Glycerophosphatasewirkung wiihrend der Nachreifungsprozesse des Samens. 


Dagegen besitzen wir weniger Erfahrungen und Versuchsergebniss: 
iiber die entgegengesetzten physiologischen Vorginge, welche bei den 
Reifungs- und Nachreifungsprozessen der Pflanzensamen verlaufen. 
In vollreifen Samenorganismen befindet sich die Phosphorsiaure fast 
ausschlieBlich in Form organischer Verbindungen. Nach Untersuchungen 
von Liiers', die an Gerstensamen vorgenommen wurden, verringert 
sich wahrend der Reifungsprozesse der Gehalt an wasserlislicher 
Phosphorsiure wahrscheinlich infolge vor sich gehender Bildung von 
organischen Phosphorsiureverbindungen. Der Gehalt an wasserlislicher 
Phosphorséure in vollreifen Gerstensamen hat sich im Laufe von 
2 Monaten nach der erreichten Gelbreife um 14°,, verringert 

Die Veranderungen der Glycerophosphatasewirkung, welche sich: 
in den Samen bei den Nachreifungsprozessen abspielen, haben wir 
mit £. Vitek, Vorstand der Samenkontrollstation in Prag, an _ ver- 
schiedenen Proben von Gerstensamen naher untersucht. Das Nach- 
reifen von Gerstensamen ist bekanntlich mit einer wesentlichen 
Steigerung von Keimungsfahigkeit verbunden, welche Erscheinung 
speziell fiir die Braugerste von groBer praktischer Bedeutung erscheint 
Bei unseren Versuchen wurden von der frischen Ernte des Jahres 1923 
nur die nicht véllig ausgereiften Proben mit niedriger Keimfahigkeit 
ausgewahlt und je nach 14 Tagen bzw. | Monat Lagerung die Inten- 
sitit der Glycerophosphatasewirkung und gleichzeitig auch die Ver- 
anderungen in der Keimfahigkeit festgestellt. Zwecks Verfolgung der 
Glycerophosphatasewirkung wurden 5 g Feinmehl mit 100 cem 1 ° igen 
Natriumglycerophosphats und 5ccm Toluol 4 Tage im Brutschrank 
bei 25° C der Enzymtiatigkeit iiberlassen und nachher in iiblicher Weise 
im Filtrat die frei gewordene Phosphorsaure festgestellt. Durch Paralle! 
versuche wurden gleichzeitig auch die autolytischen Vorgiange verfolgt. 

In den folgenden Tabellen (8S. 234 und 235) sind die Versuchserge!- 
nisse zusammengestellt. 

Aus der Tabelle (S. 234) ist ersichtlich, daB wahrend der Nach- 
reifungsprozesse die Glycerophosphatasewirkung wesentlich herabgesetzt 
wird. Die Keimungsfahigkeit steigt in dem Mafe, in welchem sich dv 
Enzymidtigkeit des Samenmehles verringert (Abb.5). Auch die Menge cer 
durch Autolyse freigewordenen Phosphorsaure scheint mit zunehmender 
Keimfahigkeit geringer zu werden. Jedoch kann man diese Erscheinung 
nur so lange beobachten, bis die Nachreifungsprozesse beendet werden. 
Sobald das Erreichen der vollen Keimfahigkeit das Ende des Verlaufes 
der inneren Reifungsprozesse anzeigt, beginnt die Wirkung der Glycero- 
phosphatase wieder von neuem zu steigen. Die Reifungsprozesse 


1 H. Liters, diese Zeitschr. 108, 30, 1920. 
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sind durch den Verlauf von verschiedenen synthetischen Vorgingen 
charakterisiert; es kann daher nicht iiberraschen, dab der entgegen- 
gesetzte ProzeB, die hAydrolytische Enzymwirkung, wahrend dieses 
Zustandes des Samens zu Minimalwerten reduziert wird. 

Die Wahrscheinlichkeit 

. " ing Mg, F 0, 

der Teilnahme von Enzymen 45, 2 
an biochemischen Synthesen “  & 
in Pflanzenzellen geht aus den 2? 
Untersuchungen von Hanriot, 4g9|- 
Hamzik u. a. tiber Lipasen 
und aus den Studien von 
Euler* tiber Phosphatasen 
klar hervor. Bis auf einen 
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Fall — Haferversuch — be- ~?[~ 

richtet aber Euler durchwegs 10}—-+——+ 5 
nur tiber die mit Hefe an- 20 
gestellten Versuche. Erst in 

letzter Zeit verdffentlichte 20 w 30 90 Te 
Bodnér? eine interessante keimfahighe’? 

Studie itiber enzymatische Abb. 5. 


Uberfiihrung von anorgani- 

scher Phosphorsiure in organische Form durch Einwirkung syntheti- 
sierender Enzyme der Erbsensamen. Das Veriffentlichen dieser Ver- 
suche hat mich veranlaBt, auch iiber eigene synthetische Experimente 
zu berichten, die im Jahre 1919 ausgefiihrt wurden. Die Arbeiten 
konnten nicht zu dem gewiinschten AbschluB zu Ende gefiihrt werden, 
und so ist das Veréffentlichen der Ergebnisse ausgeblieben. 


Die enzymatische Bindung der Phosphorsiure habe ich damals 
in anderer Weise angestrebt als Bodnar, jedoch haben meine Versuche 
nur teilweise zu positiven Resultaten gefiihrt. Als Be‘spiel einer ganzen 
Versuchsreihe von ahnlicher Versuchsanordnung will ich hier nur 
folgende Versuche mit Sinapis alba anfiihren: 


2g nicht entfetteten Samenmehles wurden mit 80 ccm einer 1 %igen 
Glycerinlésung, enthaltend 0,25°% K,HPO,, vermischt und unter Zusatz 
von 2cem Toluol 48 Stunden bei 30°C im Thermostat belassen. Kontroll- 
versuche: Samenautolyse im Wasser. Nach 2 Tagen wurde in 50 ccm 
Filtrat gefunden: 


Dikaliumphosphatlésung . . . ...... . =. . 67,3mg P,O, 
Autolyseversuch im Wasser .. . cases Se ot Bae 
Autolyseversuch in phosphathaltiger Glye erinlésung 86,6 ,, P,O; 


' H. Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 74, 29, 1911. 
2 J. Bodnar, diese Zeitschr. 165, 1, 1925. 
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ache Mg, P, O7 in mg in 100 com Lésung 

Sorte Datum des | nech 
Verseche » b — Autolyse = Versuch Differenz 

0 
ix. | 28 668 2872 2204 
15.IX. | 77 66,0 265.2 189.2 
i a ee 58.8 175.2 116.4 
15.XI. | 100 63.2 171.6 108.4 
Lc. | 44 65,2 282.4 217,2 
15.1X. | 95 60.8 240.2 181.2 
15. X. | 100 59.6 167.6 108.0 
15. XI. | 100 54.0 176.8 120.8 
1.1X. | 66 62,0 256,0 194,0 
15. X. 100 56.8 151.2 944 
Hanna - Kargyn 15. XI. | 100 60.0 197,2 137,2 
15.1X. | 88 68,1 265.2 197.1 
15. X. | 98 63.0 158.8 95.8 
15.XL | 100 66.4 205,6 139.2 
15.1X. | 95 60.8 242.0 181.2 
15. X. | 100 61.6 172.8 1122 
15. XI. | 100 60.0 202.0 142.0 
15.1X. | 99 60,9 215.2 154,6 
15. X. | 100 60.0 175.6 115.6 
15. XL. 100 65.2 200.4 135.2 
1x. | 70 694 | 2684 199.0 
| 11x. | 99 | 624 | 2264 164.0 
ie, 15. X. | 100 58.0 | 1596 101.6 
arate ayaa | 15. XL 100 | «(63,0 | (181,6 118.6 

. | 

i at 1. IX. | 4 | 596 | 2480 188.4 
15. X. | 100 | 600 163,2 103.2 
15. XL 100 || «65.2 | 1916 126.4 
— 1. IX. 76 «|| «588 6| «(2440 185.6 
P meee = oe tax | 100 | 56,8 140.8 84.0 
ee Th ae | 552 | 184, 128.8 
15. IX. 88 | 592 297.6 168.4 
po emma 15. X. 100 - | 628 172.9 109.2 
Nole-Dreger }/ 15. XI. 100 | 55.6 172.8 113.2 
or 15. IX. 82 | 624 238.4 176,0 
a I 15. X. 99 58,0 179.6 121.6 
oe-Gerste |] 15. XI. 100 «| 55.2 202.0 146.8 
{ 15. IX. 9% | 60,0 237,2 177,2 
Hanna - Pedigree 15. X. | 100 | 576 156.4 99.2 
Vi} 18. x1. 100 59.6 175.6 116.0 


Nach Abzug vom Autolysewert im Wasser wurde an P,O, des Di- 
kaliumphosphats 63,1 mg wiedergefunden. Die daraus sich ergebende 
Differenz von 4,2 mg P,O, ist zu gering und kann nicht auf die syntheti- 
sierende Enzymwirkung zuriickgefiihrt werden. 

Andere Versuche wurden mit stark konzentrierten Lésungen von 
Glycerin und Dikaliumphosphat angesetzt. Als Enzymsubstrat wunle 
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feingemahlene, gelbe Sojabohne verwendet: 1g Sojabohne auf 50 ccm 
Glyeerinlésung verschiedener Konzentration (50 bis 80%), enthaltend 


|g Dikaliumphosphat und 2cem Toluol. 


Dauer der Reaktion: 6 Tage 


bei 30°C im Brutschrank. Der Versuch wurde durch Zusatz von 50 ccm 


1,5°%igen Ammoniakwassers und Filtrieren abgebrochen. 


wurde gefunden: 


In 20 cem Filtrat 





Konzentration Autolyse in 


der Glycerine Glycerinlésung 5 -N | 
lo mg Mg, PO; 
o ow | Be 
60 We {tine 
70 8 {tae 
=|» | 
80 18 ( rid 


Kontrolle der Phosphatlosung - 


Differenz 
mg Mg, P, O; 


117,0 
116,6 
116,1 
115,5 
114,6 
114,0 
112,7 
111,3 
109,9 
108,1 
120,8 
119,9 


Abnahbme 


6,0 


8,3 


11,3 


Aus den oben angefiihrten Versuchsergebnissen geht hervor, dab 
mit steigender Glycerinkonzentration die Menge der zuriickgefundenen 


Phosphorstiure mertbar herabgesetzt wird 
(Abb. 6). Ob die Verminderung des Phos- 
phorsduregehalts durch enzymatische Bin- 
dung an Glycerin veranlaBt wurde, kann 
zwar aus diesen Versuchen nicht endgiiltig 
entschieden werden, trotzdem ist die syn- 
thetische Wirkung der Phosphatase sehr 
wahrscheinlich. Dai bei den Glycerin- 
konzentrationen iiber 50°, eine allgemeine 
Abnahme der Zersetzungswirkung des 
Enzyms stattfindet, wurde schon in einer 
friiheren Mitteilung festgestellt!. Die syn- 
thetisierende Wirkung der Samenenzyme 
kommt besonders in dem Konzentrations- 
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Abb. 6 


bereich von 50 bis 80°, Glycerin zum Ausdruck, in welechem auch 


die Zersetzungsfihigkeit des Enzyms stark zuriickgedrangt wird. 


1 4. Nemec, diese Zeitschr. 187, 574, 1923. 





Uber die Einwirkung von EiweiGstoffen auf Eisenoxydsol. 
(Vorlaufige Mitteilung.) 


Von 


H. Freundlich und G. Lindau. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektro- 
chemie, Berlin-Dahlem.) 


Die von BE. Heymann und F. Oppenheimer in Band 199, 8. 468, 192s, 
dieser Zeitschrift mitgeteilten Ergebnisse einer Untersuchung iiber das 
Gleichgewicht zwischen Albumin und Schwermetallsalzen veranlabten 
uns, das wesentliche Resultat einer Untersuchung iiber die sensibili- 
sierende Wirkung von EiweifSstoffen auf Eisenoxydsol schon jetzt 
mitzuteilen, die vor kurzem an diesem Institut fertiggestellt wurde. 
Es konnte gezeigt werden, daf jedenfalls die Sensibilisierung, wahr- 
scheinlich aber auch zum groBen Teile die Schutzwirkung in den unter- 
suchten Fallen nicht :durch kypillarchemische Faktoren bedingt ist 
sondern AuBerungen einer chemischen Reaktion von prinzipiell der 
gleichen Art sind wie die von den genannten Autoren untersuclite 
Reaktion im Albumin-Ferrichloridgemisch. Das Ergebnis unserer 
Arbeit stimmt mit der von Pauli und Flecker’ zuerst vertretenen 
Auffassung iiber das Wesen der Sensibilisierung von Eisenoxydsol durch 
EiweiBstoffe iiberein. Uber Einzelheiten der Untersuchung und die 
weiteren damit in Zusammenhang stehenden Resultate soll demniichst 
ausfiihrlich berichtet werden. 


1 Diese Zeitschr. 41, 470, 1912. 














Figurenerklirung zu der Arbeit D. Fehér und G. Sommer: 
Untersuchungen iiber die Kohlenstoffernihrung des Waldes. II. 
(Diese Zeitsehr. 199, 253, 1928.) 


Durch ein Versehen ist die Figurenerklarung in der angefiihrten 


Arbeit fortgelassen worden. 


In den Abbildungen heiBen die Kurven von oben nach unten gesehen 


folgendermaBen : 
Abb. 1 und 2. 


Kohlensaéuregehalt der Waldluft, gemessen in: I, 0,3 m, 


II. 3,0 m, ITI. 9,0m Hohe (mg pro Liter). 
Bodenatmung (CO, g pro Std.undqm) Bodentemperatur an d. Oberflache °C 


Lichtintensitat in °4 des Freiland- 
lichtes 
Luftfeuchtigkeit °% 


Lufttemperatur °C 
Barometerdruck mm 
R = Regen 


Abb. 3. Kohlensiéiuregehalt der Waldluft, gemessen in: I. 0.3m, IT. 3,0 m, 
Ill. 9,0m Hphe (mg pro Liter). 


Bodenatmung (C Ogg pro Std. und qm) 

Lichtintensitét in °% des Freiland- 
lichtes 

Windstarke in m/sec 

Luftfeuchtigkeit °% 

Bodentemperatur ° C an d. Oberfliche 


Bodentemperatur °C in 0,5 m Tiefe 
Bodentemperatur °C in 1,0m Tiefe 
Lufttemperatur °C 

Barometerdruck mm 

R = Regen 


Abb. 4. Kohlenséuregehalt der Waldluft, gemessen in 2,0 m Hohe (mg pro 
Liter). 


Bodenatmung (CO, g pro Std. und qm) 

Lichtintensitét in % des Freiland- 
lichtes 

Luftfeuchtigkeit % 

Bodentemperatur °C an d. Oberflache 


Bodentemperatur °C in 0,5m_ Tiefe 
Bodentemperatur °C in 1,0m Tiefe 
Lufttemperatur °C 

Barometerdruck mm 


Abb. 5. Kohlensaéuregehalt der Waldluft, gemessen in: I. 0,3 m, II. 3,0 m, 
III. 9,0m Héhe (mg pro Liter). 


Bodenatmung (CO, g pro Std. und qm) 

Lichtintensitat in °, des Freiland- 
lichtes 

Windstarke m/sec 

Luftfeuchtigkeit °, 

Bodentemperatur °C an d. Oberflache 


Bodentemperatur °C in 0,5m Tiefe 
Bodentemperatur °C in 0,75 m Tiefe 
Bodentemperatur °C in 1,0m Tiefe 
Lufttemperatur °C 

Barometerdruck mm 
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Abb. 6. 


CO,-Gehalt der Waldluft in Durchschnittszahlen pro Woche i 


2,0m Héhe (mg pro Liter). 


Bodenatmung, Mittelwert pro Woche 
(CO, g pro Std. und qm) 
Bakteriengehalt pro g feuchter Erde 
Luftfeuchtigkeit °, 
Lichtintensitaét in ° 
Freilandlichtes 
Windstarke m/sec. 


4 des gesamten 


Bei Abb. 6 ist bei der Bakterienzahl statt 700000 1700000 zu setzen. 


Abb. 7. 


A = Aerobe Bakterien, B = 


Bodentemperatur °C an d. Oberflaciy 


Bodentemperatur °C in 0,5m Tiefe 
Bodentemperatur °C in 1,0 m Tiefe 


Lufttemperatur °C 
Minimum °C 
Maximum °C 
Barometerdruck mm 


Anaerobe Bakterien, C = CO,-Pro- 


duktion des Waldbodens in g/qm. 
£/q 


1 = Eichenwald in Kiskomarom, Juli 

2 = Erlenwald in Agfalva, Juli 

3 = Eichenwald in Kiskomarom, 
Oktober 

4 = Kiefernwald in Kiskomarom, Juli 

5 = Eichenwald in Kiskomarom, No- 
vember 


6 = Erlenwald in Agfalva, November 


7 = Kiefernwald in Kiskomarom, No- 


vember 

8 = Eichenwald in Kiskomarom, De- 
zember 

9 = Kiefernwald in Kiskomarom, De- 
zember 


Bei Tabelle VII ist bei 9 py = 4,0 bis 4,1; bei 10 py = 5,2; bei 11 
Pu = 4,2 zu setzen und auf S. 267, erster Absatz, pg = 5 auf pq = 4 zu 
korrigieren. 








zu 








Mineralernahrung der landwirtschaftlichen Tiere. 


II. Mitteilung?: 
Der Einflu8 des CaCO, auf die Entwicklung der Kilber. 


Von 
J. Zaykowsky und A. Krasnokutska. 


(Aus dem landwirtschaftlichen Institut Leningrad, Zootechnische Versuchs- 
station Detskoje Selo.) 


(Eingegangen am 1. September 1928.) 


Im Jahre 1925 wurde an der zootechnischen Versuchsstation ein 
Versuch tiber den Einflu8 des kohlensauren Calciums auf die Ent- 
wicklung der Kalber ausgef‘ihrt. Dieser Versuch erstreckt sich auf 
eine ganze Serie zur Erklirung der mineralischen Ernaihrung ein- 
gestellter landwirtschaftlicher Tiere. Ohne uns bei der wissenschaft- 
lichen Grundlage aufzuhalten, gehen wir direkt zur Beschreibung des 
Versuches selbst und zur Betrachtung der Resultate tiber. Zu dem 
Versuch wurden drei Paar Kalber der roten danischen Rasse genommen. 
Wie aus der entsprechenden Tabelle ersichtlich ist, befanden sich in jedem 
Paare Tiere fast desselben Lebensalters und Gewichts. Von den beiden 
Kalbern jedes Paares bekam eins 50 bis 100g CaCO, taglich, das 
andere nichts. Alle Kalber erhielten ein gleiches Futter, gewéhnliches 
aus der Wirtschaft, und zwar, weil der Versuch 8 Monate dauerte, zuerst 
Stall- (Winter-) und nachher Grasfutter. Zum Anfang des Versuches 
war ein Kalberpaar gegen 2 Monate, das zweite 3 und das dritte gegen 
5 Monate alt. Unter der Voraussetzung, daB nur die Gewichtsermitt- 
lung der Kalber allein keine Vorstellung von ihrer wirklichen Ent- 
wicklung geben konnte, entschied man sich, das Messen der Tiere 


1 Diese Zeitschr. 169, 67, 1926. 
Biochemische Zeitschrift Band 202. 16 
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auszufiihren, um den Einflu8 der Ca-Salze auf das Wachstum de: 
Knochen aufzuklaren. 

Aus allen Messungen wahlten wir 27 am meisten charakteristische 
fiir die Entwicklung des Kopfes, der GréBe und der Lange des Koérpers 
und der Beinknochen. Die Kalber wurden jeden zehnte Tag gewogen 
und einmal im Monat gemessen. Ende Mai sind die Kalber auf das 
Griinfutter iibergegangen, was sich an ihrer Gewichtszunahme zeigte 
Eins von den Kalbern, das sich in der zweiten Gruppe befand und 
CaCO, bekommen hatte, erkrankte gegen den 20. Juli, was sein Wachs. 
tum sehr stark beeintrachtigte. Die Krankheit auBerte sich durch 
ein Geschwiir am Beine. Im iibrigen haben die Kalber keine Ab. 
weichung von der Jungherde gezeigt. Das Resultat der Wagung und 
der Messung ist aus der gegebenen Tabelle ersichtlich. 

Die Kalber, die CaCO, bekommen hatten, sind mit einem Stern 
auf der Tabelle bezeichnet. Wiahrend der ersten 3 Monate bekamen 
die Kalber 50 g CaCO, taglich pro Kopf, nach 3 Monaten 100 g, weil 
aber wihrend dieser Periode die Versuchstiere an Gewicht hinter den 
Kontrolltieren zuriickgeblieben waren, wurde die Menge des CaCO, 
wieder bis auf 50g taglich herabgesetzt. 

Wie aus den gegebenen Tabellen ersichtlich ist, hat die Zugabe des 
kohlensauren Calciums keinen EinfluB auf die Entwicklung der Kalber 
gezeigt. In jedem Falle kann keine Rede von einem positiven Einflul 
auf die Gewichtszunahme sein. Wahrend des Gebens von 100 g CaCO, 
taiglich pro Kopf kann man den Einflu8 als negativ definieren. Mit 
der Verminderung der CaCO,-Menge nahmen alle Kialber, mit Aus- 
nahme d«s krankenden, mit einem Geschwiir am Beine, an Gewicht 
mehr zu. Das vitaminreiche Grasfutter und die Sonnenbelichtung 
iibten (dem Anscheine nach) keinen Einflu8 auf die Assimilation des 
CaCO, aus, wahrend der Grasfiitterung iiberstieg die Gewichtszunahme 
der Versuchstiere die der Kontrolltiere nicht. 

Das unbetrichtliche Ubergewicht des Versuchstieres am Ende 
des Versuches ist auf Kosten der Gewichtsschwankungen zu schreiben 

Die Resultate der Messungen der KérpergréBe betrachtend, scheint 
es, als ob wir einen positiven Effekt haben. Dieser Effekt zeigt sich 
wie aus der Tabelle ersichtlich ist, nicht in den MaBen aller Knochen 
sondern hauptsichlich nur in der Lange der Beine und des ganzen 
Kérpers. Dies betrifft nicht das Kalb, welches, wie schon bemerkt 
wurde, erkrankte und darum stark im Wachstum zuriickgeblieben 
war. Dieser vergleichende Effekt ist aber schwach ausgepragt und 
fordert fiir eine endgiiltige Entscheidung fernere Beobachtungen. 

Unter diesen Bedingungen enthalten wir uns jetzt irgendwelcher 
SchluBfolgerungen. 


ee 7 
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242 J. Zaykowsky u. A. Krasnokutska: 
Name 20.11. 20.1V. 20.V. 20. VI 20. VI. 20.VIIL 20.1X. 2. Xx 
Kopflange. 
Europa .... 36,5 37,0 38,0 89,0 | 40, 41,0 410) 415 590 
Epantscha* . 86,0 37,0 380 400) 410 420 420 425 65 
Stierchen Nr.1 37,0 3885 40,0 42:0 | 48,0 440 46,0 47,0 100 
Stierchen* Nr. 2 36,0 37,0 39,0 2,5, 43,0, 440 45,0) 46,0 100 
Jelotschka . . 31,0 320 33,5 360) 375 39,0, 40,0) 41,0 100 
Eupatoria* 29.0 30,0 3820 33.0) 35.5 37, 0. 38,0 39, 5 105 
Grébte Breite. 
Europa... . 18,5 18,5) 19,0] 195) 200; 200) 20.0) 205) 29 
Epantscha . : 18,0 18,5 19,0; 190) 195 20,0) 200 205) 25 
Stierchen Nr. 1 18.0 19,0 20,0; 205 21,0) 215) 220 225 45 
Stierchen Nr. 2 17,0 185) 19,0) 205 > 200) 210) 210) 210 40 
Jelotschka . . . 16,0 16.0 | 17,0; 175, 180; 185) 195) 195 35 
Kupatoria . . . 16,0 16,0; 16,0, 17,5, 185) 190 190 195 34 
Maul. 
Europa... .. | 135, 140) 14,0) 145) 145)! 15,0!) 160 155) 20 
Epantscha. . . 135, 14,0 15,0 150 15,0) 15,5 16,0 15.5 20 
Stierchen Nr. 1 13,0 130 130) 140 140) 145, 155 160) 30 
Stierchen Nr.2 > 13,0) 125 140) 140 145 145 150 160 390 
Jelotschka. . ., 12,0 12,0 120) 120 130) 180° 185 145 25 
Eupatoria . . . 12,0 120 180 130 185) 140 145 150 30 
Ristenhoéhe. 
Europa . . . . | 191,0 104,0 106.0 109,0 110,0| 111,0 | 112,0 | 115.0 140 
Epantscha . . . | 100,0 103,0 106,0 112,0 114,0/ 115,0/ 115.0 116.0 160 
Stierchen Nr.1 | 97,0 106,0 107,0 118,0 116,0 | 120,0 | 121,0 123.0 260 
Stierchen Nr.2  104,0 108.0 110,0 116,0 117,0 | 120,0 120.5 123.0 190 
Jelotschka.. . . | 88,0 91,0 94,0 99,0 102,0 103,0 | 107,0 108.0 200 
Eupatoria . . . 88,0 90,0 92,0 98,0 103,0 | 107,0| 198.0 109,0 210 
Lendenhdhe. 
furopa . . . . | 104,0 106,0 108,0 112,0 | 115.0 | 115.0 117,0 | 119.0 150 
Epantscha. . . 103,0 106,0 109.9 | 114.0 117,0/ 117.0 118.0 120.0 170 
Stierchen Nr.1 102,0 106,0 109.0 114.0 118.0 | 121,0 123.0 127.0 250 
Stierchen Nr.2 106,00 108.0 112.0 117,0 118.0 122.0 123.0 125.0 199 
Jelotschka . . . 92,0 93,0 98,0 103,0 105.0 107,0 1120 1120 200 
Eupatoria . . 92,0 94,0 95.0 100.0 105,0 | 111,0 113.0 115.0 23.0 
Sitzbeinknollensuchthihe. 
Europa . . . . 98,0| 99,0 | 100,0 | 104,0 | 106,0 | 108,0 | 109,0 | 112.0 140 
Epantscha. . . 97,0 99,0 102,0 105,0/ 109.0 109,0/| 110.0 1120 150 
Stierchen Nr. 1 92,0 96,0 100.0 103.0 | 104,90 108.0 | 110.0 113.0 210 
Stierchen Nr. 2 94,0 96,0 102.0 103,0 104.0 1680) 109,0 113,0 190 
Jelotschka . . . 86,0 88,0 90,0 94,90 97,0 99,0 103.0 1030 17.0 
Eupatoria. . . 86,0 87,0 92,0 960) 99,0 102,0| 105.0 107,0 219 
Hinterkniehohe. 

Europa... . 67,0 70,0 72,0, 76,0) 77,0 780} 79,0| 80,0 130 
Epantscha. . . 66,0 70,0 71,0 75,0' 77,0 79,0) 79,0) 81,0 150 
Stierchen Nr. 1 69,0 70,0 73,0 77,0! 79,0 81,0! 830 > 83.0 140 
Stierchen Nr.2 72,0 74,0 75.0 81,0; 81,0 81 0 | 82.0 840 120 
Jelotschka . . 62.0 63,0 66,0 68, | 71,0 72,0) 75,0!) 75,0 130 
Eupatoria. . . 62,0 64,0 67,0 70,0 72,0 740) 76,0 | 77,0 150 
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Nemo 20. MI. 20. VI. 20.V. 20. VI. | 20, VIL. | 20. VII. 20. 1X. 20. X 
Stirnlange. 
Europa .... 17,5 180 180 180) 190 195) 205 200) 25 
Epantscha. . . 17,0 180 180 185 19.5 195 195 200 390 
Stierchen Nr. 1 175 180 190 195 195 205 220 220 45 
Stierchen Nr. 2 18,0 19,0 20.0 210 210 220 215 230 590 
Jelotschka . . . 140 150 160 17,0 175 180 190 190 590 
Hupatoria . . 1440 145 160 160 170 175 185 185 45 
Kleinste Breite. 
Europa .... 15,0 160 160) 160) 160 165 170 175 25 
Epantscha. . . 145° 155 155 155) 165 165, 170) 170 25 
Stierchen Nr. 1 16,0 175 175 180 190 195! 200 200 40 
Stierchen Nr. 2 155 165 17,0 175) 17,5 180) 1890 190 8% 
Jelotschka . . . 13,0 18,0 140) 140) 140) 150] 155 160 80 
Eupatoria. . . 13,0 130 130 1380 140 150) 150 150 20 
Brusttiefe. 
Europa... . | 47,0 49.0 50,0! 53,0) 55,0) 560! 57,0 57,0/100 
Epantscha. . . | 47,0 49,0 51,0 520 545, 545) 560 580 110 
Stierchen Nr. 1 445 48.90 50.0) 520 540 560 57.90 600 155 
Stierchen Nr.2 445 490 51,0 530 530 560 580 600 165 
Jelotschka . . . 38,0 40,0 429 47,0 480 480 520 5209 140 
Eupatoria . . . 38,0 39,0 400 440 460 490 51.0 52,0 140 
Riickenhohe. 
Europa . . . . | 100,0  108,0 | 105,0 107,0 | 108,0 | 109,0 111,0) 114,0 140 
Epantscha. . . 98,0 101,0 | 105,0 111,0/) 114.0 1140 1140) 116.0 180 
Stierchen Nr.1 | 98,0 106,0| 107,0 113,0 | 116,0 | 120,0 121,0 1230 260 
Stierchen Nr.2 103,0 1080 | 110.0 116,0 | 117,0 120,0 120.0 1239 200 
Jelotschka.. . . 88,0 90,0) 94,9 98,0) 101.0 102.0 106.0 107.0 190 
Eupatoria . 88,0 89,0} 90,0 980 103.0 1067,0 1080 109.0 210 
Kreuzhohe. 
Europa... | 107, 0 110,0 112,0) 116.0 | 117,0 1180 | 120,0 | 123.0 160 
Epantscha. . . | 106, 0 110,0 113,0 116.0 119.0 120,0 122.0 | 1240 180 
Stierchen Nr.1 | 104,0 109.0 112.0 116,0 119,0 123.0 126.0 | 129.0 25.0 
Stierchen Nr.2 | 106,0 109,0 113,90 117,0 1180 122.0 123.0 129,0 28.0 
Jelotschka . . . | 94.0 96,0 100.0 105,0 108,0 110,0 115.0 115.0 2190 
Eupatoria . . . || 92,0 95,0, 98,0 105,0 | 108.0 115,0 116,0| 116.0 240 
Elibogenhéhe. 
Europa. ... 60,0 62,0, 63,0) 65,0 65,0 66,0 66,0 690 90 
Epantscha. . . 59,0 62,0 64,0, 64,0 65,0 66,0 68,0 69,0 100 
Stierchen Nr. 1 58,0 61,0 62,0 66,90 680 700 720 730 160 
Stierchen Nr.2 64,0 65,0 67.0 69,0 700 71,0 72,0 730 90 
Jelotschka. . . 54,0 55,0 57,0) 590 61,0 63,0 64,0 650 110 
Eupatoria. .. 54,0 57,0 56,0 59,0 61,0 6380 640 660 120 
Springgelenkshohe. 
Europa... . | 45,0 45,0) 460) 47,0) 47,0 480 490 500 50 
Epantscha. . . 46,0 47,0 47,0) 480) 480 500 500 52,0 690 
Stierchen Nr. 1 48,0 440 47,0 500 50.90 52.0 530 540 110 
Stierchen Nr.2 44,0 45,0 47,0) 490 490 50.0 51,0 530 90 
Jelotschka. . . 41,0 41,0 420 450 450 460 47,0 480 790 
Eupatoria. .. 41,0 42,0 440 450 480 480 480 500 90 
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Name 20.1. 20.1V. | 20.V. 20. VE. | 20. VII. 20.VIII. 


Schulterbeinlange. 
Europa... . || 345) 360 37,0! 385 39,0 40,0 
Epantscha. . . 33,0, 35,5 36,0 37,0 380 39,0 
Stierchen Nr.1l 32,0 340 345, 360 37,5 41,0 
Stierchen Nr.2 | 325 34,0 360 375 38,0 40,0 


Jelotschka. . . 280 290 300) 32,0 325 360) 
Eupatoria. . . 27,0 290 295 320 340 345) 
Schulterbandbreite 


Europa .... 29,5) 30,5| 32,0) 34,0 

Epantscha. . . 28,5) 30,5 

Stierchen Nr.1 28,0 31,0) 33,0 355 355 39,0 
Stierchen Nr.2 27,0 30,5) 33,0 33,0 34,0 36,0 
24.5 | 
24.0 


Jelotschka . . . 24.0 


Eupatoria. . . 23,0 25,0 27,0; 29,0 32,0 
Lendenbreite. 
Europa .... | 24,0) 240; 240; 25,0! 27,0) 27,5 
Epantscha. . . 23,0) 23,0) 25,0; 260); 27,0: 27.0 
Stierchen Nr. 1 21,55) 220; 230); 25,0) 260 265 
Stierchen Nr.2 21,5) 225 > 230 240 > 250 25,5 
Jelotschka . . . 18,0 180; 19,0) 205, 225 235 
Eupatoria. .. 175) 185 > 190) 21,5) 225) 245 
Beckenhiiftegelenkfiigungsbreite. 
Europa... . 33,0 | 34,0 35,0) 36,0) 365) 38,0 
Epantscha. . . 32.0 | 33.0 34,0) 35,0) 36,0 375 
Stierchen Nr. 1 31,5 | 325 34,0) 36,0 37,5) 39,0 
Stierchen Nr.2 | 30,5 | 32,0) 34, 0 | 35,5 36,0) 37,5 
Jelotschka. . . | 27,5| 28,0 28,0 | 30.0 32,0) 33.0 
Eupatoria . . . 27,0 | 28,0 29.0 31,0 3825 340 
Brustumfang. 
Europa . . . . | 125,0 | 131,0 133,0 | 143,0 | 147,0 159.0 
Epantscha. . . | 124,0 | 132,0 133,0 141,0 148,0 149.0 
Stierchen Nr.1  117,0 130,0 130,0 139.0 146.0 148.0. 
Stierchen Nr.2 1180 130.0 131,0 139,0 1450 148,0 
Jelotschka . . . 97,0 107.0  111,0 | 120,90 126.0 130.0 
Eupatoria. . . 97,0 105.0 107,0 113.0 | 122.0 129.0 
MittelfuB. 
Europa .... 17,.5| 17,5) 175) 185) 185) 185 
Epantscha. . . 17,0) 17,5 17,5] 195) 195) 19,0 
Stierchen Nr. 1 15.5 17. 17,0) 190!) 195 195 
Stierchen Nr. 2 165, 17,0 17,0) 185) 19,0) 19,5 
Jelotschka . . . 145) 145 15.0 | 17,0| 180 180 
Eupatoria . . . 14.0) 150) 150) 165) 17,0 175 
Schrage Lange. 
Europa .. . .  108,0 | 117,0 | 119,0 | 122,0 | 124,0 | 128.0 
Epantscha. . . 108,0 118,0 121,0 123,0 1260  129,0 


Stierchen Nr.1 106.5 116,0 | 121,0 123,0 | 128,0 | 132,0 
Stierchen Nr.2 108,0 117,0  121,0  125,0  126,0 | 127,0 


y 


Jelotschka. . . 96,0 98,0 104,0 | 107,0 | 112,0 | 1140 
Eupatoria . . . 91,0 96.0 99,0 | 105.0 110,0 | 112,0 


34,5 
31.0 335 340 35,0) 


25,0 27,5 29,0 39,0) 
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40.0 
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20. X. 


41,0 
40,5 
43,0 
43.0 
38.0 
88.5 


37,0 
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36,5 
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39,0 


87,0 


157,0 
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136.0 
132,0 
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118,0 


157,0 
138,0 
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19,0 
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20,0 
18,5 
18,0 
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132,0 
149,0 
139,0 
123,0 
122.0 


65 
65 
110 
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126 
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Name 


hurope .... 
Kpantscha. . 
Stierchen Nr. 1 
stierchen Nr. 2 
Jelotschka . . 
Kupatoria . .. 


Europa... 
Epantscha. . 
Stierchen Nr. 
Stierchen Nr 

Jelotschka . . . 


tor. . 


Eupatoria . . . | 


eee 
Epantscha. . . 
Stierchen Nr. 1 
Stierchen Nr. 
Jelotschka . . 
Kupatoria. . . 


- © 


eee 
Epantscha. . . 
Stierchen Nr. 1 
Stierchen Nr. 2 
Jelotschka . . . 
Eupatoria . . 


Europa ... . | 


Epantscha . . 
Stierchen 
Stierchen 


Europa .... 
Kpantscha. . . 
Stierchen Nr. 1 
Stierchen Nr. 2 


Jelotachka . . 
Eupatoria . . 


Nr. 1 | 
Nr. 2 | 
Jelotschka . . . | 
Eupatoria . . . | 


20.1 20.1V 20.V. 20.VI. 2. VE. 20.VIIL 
Hinterseitenlange. 
35.5! 36,0! 87,0) 89,0) 39,5) 400 
34,0 360 37,0 375) 39,0) 39,0 
36,0 37,0 380 400) 41,0) 425 
36,0) 38,0 39,0 40,0) 42,0) 45,0 
29,0; 31,0 32,0 340 35,0, 37,0 
29.0' 295 305 3825 3840! 355 
Breite hinter dem Schulterbeine. 
28.5 29.0' 290 305 330) 340 
30,0 30.0 31,0 3820 845 3845 
26.5 29.0) 3800 300 3820, 3820 
26.0 280 280 300, 32,0 3820 
215 230 > 240) 260 265 29.0 
215 238.0) 240 250 260 285 
Hankenbreite. 
30.5! 325 340: 35.0) 37.0! 385 
30.0 32.0 330 340 360! 37,5) 
28.5 31,0 32,0 340 3860 375 
280 300 31.0 330 345° 3860 
23,0' 240 27.0 290 31,5) 335 
240 250 260° 29.0) 31,0) 320 
Sitzbeinknollensuchtbreite. 
19,0 | 20,0; 205; 22,0; 23,0) 23,5 
19.0; 20.0. 21.0) 220) 230 240 
195| 195 205) 22:0 235. 250 
18,0 19,0) 200) 210 220 225 
16.0 160 17,0) 185 200 21,0 
16.0 165 17,0 19,0 210 22.0 
Handwurzel. 
140| 140; 140! 165 17,0 17,0 
14,0} 15,0 150) 17,0 17,0! 17,0 
15.0; 15.0 150); 175 17,5. 18.0 
140 145 15,0 170 17,0 175 
125 13,0) 18,0 150 160 16.0 
120 140) 140 150 155 155 | 
Springgelenkstiefe. 

11,0; 11,5! 120) 120! 120) 125 
12,0’ 120, 120 120) 125. 18,0 
115 120; 125 130 13.5 5 1385 
120 125] 120° 125) 12, 5 | 18.0 
10.5 105; 110) 11,5 12,0) 120 
10.0 105] 105 11,5 115) 12,0) 


20. 1X 


41,0 
40,0 
43,5 
45,0 
39,0 
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89.0 
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27.5 


17,5 
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Zur Biochemie des Penicillium glaucum. 


Ein Beitrag zum Problem der Methylketonbildung aus Triglyceriden 
bzw. Fettsiuren im Stoffwechsel des Schimmelpilzes. 


Von 
Oskar Acklin und Walter Schneider. 


(Aus dem Hygiene-Institut der Technischen Hochschule Ziirich.) 


(Eingegangen am 4. September 1928.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Unsere Absicht war, den Bildungsvorgang jener Geruchsstoffe 
aufzuklaren, welche durch die Lebenstatigkeit von Schimmelpilzen 
in Kokosfett-Gelatine-Wassermischungen, sowie aus Triglyceriden. 
bzw. Fettsiuren erzeugt werden. Zu diesem Zwecke mubten zuerst 
die Lebens- und Wachstumsbedingungen der Schimmelpilze, vor allem 
des Peniyillium glaucum (P. gl.) nach bestimmten Gesichtspunkten 
etwas genauer untersucht sein, als dies bis jetzt der Fall war. Es er- 
schien dies darum notwendig, weil das Problem der Methylketon- 
bildung durch das P. gl. zweifellos als ein Problem der Lebensbedingungen 
des Schimmelpilzes im allgemeinen angesprochen werden muB. Dann 
aber hatte das eingehende Studium der zugianglichen, sehr umfangreichen 
Literatur gezeigt, daB wir von den Schimmelpilzen keine eindeutigen 
und unter sich vergleichbaren Versuchsergebnisse beziiglich ihrer 
Ernahrungs- und Lebensbedingungen besitzen. Als véllig unbrauchbar 
erwiesen sich insbesondere einerseits die quantitativen Untersuchungen 
zur Ermittlung der Leistungsfahigkeit des Schimmelpilzes und anderer- 
seits zur vergleichenden Bewertung der verschiedenen Nahrmilieus 
bzw. ihrer Komponenten mittels der tiblichen Erntebestimmungen 
Und zwar vor allem darum, weil diese Erntebestimmungen zum Teil 
in uniibersichtlichen und schwer reproduzierbar zusammengesetzten 
Nahrmilieus ausgefiihrt worden sind, wobei besonders den Veranderungen 
der H-lIonenkonzentration im Verlauf der Wachstumsvorginge im 
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allgemeinen und der Forderung von konstanter H-lonenkonzentration 
im besonderen, nicht oder nur ungeniigend Rechnung getragen wird. 


In der Arbeit Stdrkle!: Die Methylketone im oxydativen Abbau 
einiger Triglyceride (bzw. Fettsiuren) durch Schimmelpilze, als deren 
Weiterfiihrung die vorliegende Arbeit aufzufassen ist, findet sich aller- 
dings unter anderem bereits die Angabe, daB in einem ammoniakalischen 
Glucose-Peptonagar das P.gl. aus Ammoncapronat die maximale 
Produktion von Methylpropylketon bei einer H-Ionenkonzentration 
des Nahrbodens py = 7,4/7,6 zeitige. Abgesehen aber davon, dab 
diese Feststellung experimentell ungeniigend gestiitzt und nur schatzungs- 
weise ausgefiihrt ist, lag auch hier keine konstante H-lonenkonzentration 
vor, was denn auch im weiteren Verlauf des Versuchs im Ketonbildungs- 
vermégen zum Ausdruck kommt. Ebenso beschrinken sich die iibrigen 
Aufklarungen beziiglich der zur Ketonbildung optimalen Lebens- 
bedingungen des P. gl. hier lediglich auf einige wenige, ausschlieBlich 
qualitative Angaben. Es war somit notwendig, vorgangig der eigent- 
lichen Untersuchungen iiber den Vorgang bei der Bildung der Methyl- 
ketone im Stoffwechsel des P. gl. besondere und vergleichende Unter- 
suchungen iiber die Erndhrungs- und Lebensbedingungen des Penicillium 


glaucum auszufiihren. 


Im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit werden diese Unter- 
suchungen beschrieben, wahrend in einem zweiten Abschnitt die Unter- 
suchungen iiber die Bildung der Methylketone zur Darstellung ge- 
langen. 

I. Teil: 


Die Bedeutung der H-lonenkonzentration, 
der Nahrstoffkonzentration und die Wirkung von Eisen als Katalysator’*. 


Die morphologisch-biochemischen Eigenschaften des verwendeten Peni- 
cilliumstammes. Der Penicilliumstamm, der fiir alle vorliegenden Unter- 
suchungen Verwendung fand, wurde aus Zimmerluft aufgefangen und 
mittels des Tuscheverfahrens davon Einzellkulturen angelegt. Ein derartig 
isolierter Stamm wurde morphologisch-biochemisch gepriift und ergab, 
daB die gefundene Spezies mit keiner der von Woltje* beschriebenen ein- 
deutig zu identifizieren ist. 

Die Untersuchungsmethoden. Hier sei auf die Dissertation von Schneider 
verwiesen. 


1 Dissertation E. T. H. Ziirich 1924. 

2 Die ausfiihrliche Darstellung der Versuche dieser Untersuchungen 
und deren Resultate, sowie die beziigliche Literatur ist in der Dissertation 
von Walter Schneider, E.T. H. Ziirich 1928, enthalten unter dem Titel: 
Zur Biochemie des Penicillium glaucum. Ein Beitrag zur Frage nach der 
Bedeutung der H-Ionenkonzentration der Nahrstoffkonzentration und von 
Eisen als Katalysator“. 

3 Centralbl. f. Bact. O. II, 48, 97, 1918. 
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Die Wachstumserscheinungen des P. gl. und die dadurch bedingte Ver 
dnderung der H-lonenkonzentration (Cy). 


Die Herstellung der Nahrsysteme. Diese erfolgte fiir alle gepufferter 
Nahrlésungen nach folgendem Schema: Wasserige Phosphat- und Phos 
phorsdéurelésungen von molarer Konzentration wurden in solchen Mengen- 
verhaltnissen gemischt, daB Puffergemische mit der entsprechend voraus 
berechneten Cy entstanden. Die anderen Bestandteile der Nahrlésungen 
wurden als neutrale Verbindungen der Pufferlésung zugesetzt. Damit 
wurden 100 ccm fassende Erlenmeyerkélbchen mit je 25 cem der jeweiligen 
Nahrlésung beschickt, unter Watteverschlu8 bei 108° wahrend 10 Minuten 
sterilisiert und hernach in jeder gleichartigen, nunmehr gebrauchsfertigen 
Serie einer Nahrlésung kolorimetrisch die Cg bestimmt. 

Die Beimpfung der Kulturfliissigkeiten. Diese erfolgte pro 25 ccm 
mit je 0,25cem einer Aufschwemmung der auf Brot geziichteten Peni- 
cilliumsporen, enthaltend etwa zwei Osen pro 1 cem steriles Wasser. 

Die Bebriitung der Kulturen. Diese erfolgte im Thermostaten bei 
20 bis 22°. 

In den verschiedenen Kulturen wurde gleichzeitig das Gewicht des 
gewachsenen Pilzmaterials, die sogenannte Ernte, in Milligrammen (mg) 
angegeben, die Cy der Kulturfliissigkeit als pg-Zahl, sowie eventuell andere 
Stoffe bestimmt oder auf sie gepriift. Ferner wurde das Aussehen der 
Kulturen beziiglich Decken- und Sporenbildung genau verfolgt. 


A. Im ungepufferten Nahrsystem’. 


Versuch 1. 


Nahrlésung (N. L.): 5% Glucose, 0,3°% Pepton, 0,12°, MgSQ,, 0,25°, 
KH,PO, mit 0,5n Na,CO, eingestellt py = 5,6. 





Tag | Pu : we Aussehen der Kultur 
0. 5,6 ~- 
4. _ 90 Decken- u. Sporenbildung fortgeschritten 
~~ — 130 iP . vollendet 
Baan — 140 
, — 130 
10. — 145 N. L. gelb gefirbt 
12. — 160 
14. _ 165 N. L. triibe 
“a | — 190 
18. — 175 
20. | 4,2 180 


1 Streng genommen, ist eine gewisse Pufferung durch das saure Phosphat 
und die Soda vorhanden. Sie diirfte aber als solche bedeutungslos sein. 
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Versuch I’. 


Nahrlésung wie im Versuch 1; eingestellt pq = 6,2. 





Tag 


_— 
WM OID OS 


1 
20. 


or 
se 


Pu “ Aussehen der Kultur 
6,2 — 
- 60 Decken- u. Sporenbildung nicht vollendet 
— 70 m _ . vollendet 
- 80 
— 95 
— 130 N. L. gelb gefarbt 
—_— 135 
— 180 
— 170 N. L. triibe 
4,0 165 
Versuch 2. 


Nahrlésung: 5% Glucose, 3% Pepton, 0,12% MgSO, 0,25% KH,PO, 


mit 0,5n Na,CO, eingestellt py = 5,6. 





Tag 


noe ee ee 
PRP EM SDA eO 


Px peony Aussehen der Kultur 
5,6 — 
2.4 330 Deckenbildung ; Sporen fehlen 
3,6 415 Hartes, dickes Mycel 
4.6 410 
48 420 Sporen fehlen 
5,2 400 
6,6 310 
6,6 310 ; 
5,4 220 
6,4 235 
Versuch 3. 


Nahrlésung: 2% Mannit, 0,6°% Pepton, 0,12% MgSO, 0,25% KH,P0O, 


mit 0,5n Na,CO, eingestellt pq = 5,8. 





Tag 


— i ee 
PRP EWS DM eS 


Pu — Aussehen der Kultur 
5,8 _ 

5,8 60 Decken-, aber keine Sporenbildung 
5,4 90 Decken weif; Sporen feblen 
5,0 140 

5,0 140 

4,8 140 

5,4 140 

5.4 135 

5,6 145 

5,4 130 
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Versuch 4. 
Nahrlésung: 5% Glucose, 0,5 % Harnstoff, 0,12°% MgS0O,, 0.25% KH,PO,,. 
Pu = 5,4. 
Tag Pu i. Exte ; Aussehen der ae ~ 
mg 
0. 5,4 _ 
2. 7.0 — Schwaches Pilzwachstum 
4. 6,8 _ Mycel briichig; Sporen fehlen 
6. 6,0 120 
8. 5,6 _ 
ai. 5.6 -- 
12. 6.4 oo 
B. Im gepufferten Nahrsystem. 
1. Cg nicht oder nur annadhernd konstant. 
Versuch 1. 
Nahrlésung: 5°, Glucose, 0,3°% Pepton, 0,12°, MgS0O,, 
m/10 Na,HPO,/KH,PO,, py = 5,8. 
— se se 
Tag Pua as Aussehen der Kultur 
0. 5,8 _ 
2. 5,6 130 Wachstum ginstig 
4. 5,2 155 Sporenbildung beginnt 
6. 44 175 Decken- und Sporenbildung vollendet 
8, 40 185 N. L. gelb, tribe 
10. ' 4.5 175 
Versuch 2. 
Nahrlésung: 1% Glucose, 0,3°% Pepton, 0,12°% MgS0O,, 
m/5 KH,PO,/Na,HPO,, pa = 5,8. 
Tag Pu r" Emte Aussehen der Kultur 
mg 2 
0. 5,8 -- 
2. 5.8 _ Wachstum schwach 
4. 5,4 35 
6. 5,5 70 Decken- und Sporenbildung vollendet 
8. 5,8 80 Zeitoptimum 
9. 5,7 _- 
11. 58 65 N. L. tribe, gelb 
4 5,8 70 
16. | 5.6 
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Versuch 3. 


Nahrlésung: 1% Maltose, 0,3° Pepton, 0,12% MgSO, 
m/5 KH,PO,/Na,HPO,, PR = 7,6. 





Tag Pu poy } Aussehen der Kultur 
0. 7,6 — 
2. 74 — Wachstum schwach 
3. 7A = 
5. 6,8 — || Decken- und Sporenbildung unvollendet 
7. 6,4 _ ‘ ‘ . vollendet 
8. 6,4 — 
Versuch 3’. 


Nahrlésung wie Versuch 3, pq = 5,0. 





Tag Pu ate | Aussehen der Kultur 

mg | : 
0. 5,0 _ 
2. 5,0 — Unterwasserwachstum 
4. 5,0 30 Sporenbildung, Deckenbildung noch un- 

46 95 vollendet 
; 4,6 105 Decken- und Sporenbildung vollendet 
10. * a 105 Millons Reaktion: negativ . 
12. 4.6 90 
14. 4.8 75 
Versuch 3”. 


Nahrlésung wie im Versuch 3; eingestellt pq = 5,4. 





Ernte 


Tag Pu as ! Aussehen der Kultur 
| 
0. | 54 — 
ae 54 —_— 
4. 5,2 25 Sporenbildung: Deckenbildung noch un- 
6. 46 75 vollendet 
8. 4.6 110 Deckenbildung vollendet 
10. 4,6 105 


12. 5,0 100 
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Versuch 4+ = Versuch 3. 





Tag Pu — Aussehen der Kultur no : — 
0. 7,5 1,70 — 
2. 7.4 2.50 + 
4. 6.9 Sporenbildung 5,10 + 
6. 6,4 - Deckenbildung vollendet 9,60 ~ 
8. 6.8 55 7,20 + 

10. 6.6 70 7.80 + 

13. 6,7 7.40 + 

15. 6,7 - 7,45 


* Bedeutet Verbrauch an n/10 NaOH pro 10 ccm Kulturflissigkeit. 





Versuch 5. 
Nahrlésung: 1% Pepton, 0,12% MgSO, m/5 KH,PO,/Na,HPO,, 
Pu = 5,8. 
Tag Pu my Aussehen der Kultur 
0. 5,8 — 
4. —- Langsames Wachstum 
6. 6, — Decken- und Sporenbildung vollendet 
J — 55 
8. 7,0 —_ 
Versuch 6. 


Nahrlésung wie im Versuch 3; eingestellt pq = 8,0. Als besonderer Puffer 
gegen Saéure enthalt die Kultur Schlemmkreide. 





Ernte 


Tag | Pu mg Aussehen der Kultur 

0. 8,0 - 

2. 8,4 — 

4. 7,6 _ Decken- und zum Teil Sporenbildung 

5. 7,8 ote 

ve 7,6 _ -_ 
9. 8,0 vs 

12. 8,4 — 


+ Zur Kontrolle, wie die Bildung von primaérem Phosphat verlauft, 
wurde die Nahrlésung mit n/10 NaOH und Phenolphthalein als Indikator. 
unter Zugabe von Natriumchlorid (25cem gesattigte Lésung auf 10 ccm 
zu titrierende Fliissigkeit) titriert. 








Nahrlésung : 
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Versuch 7. 


1% Saccharose, 0,3°% Pepton, 0,12% MgS0,, 
m/5 KH,PO,/Na,HPO,, py = 5,8. 














Tag Pu a Ausseben der Kultur 
0. 5,8 - 
2. 5,8 Deckenbildung noch unvollendet 
8. 5.6 - Sporenbildung beginnt 
5. 5.4 _— Decken- und Sporenbildung vollendet 
4 5,4 - 
9. 5.4 - 
10. 5.4 
13. 5,6 — 
Versuch 8. 
Nahrlésung: 2%, Glycerin, 0,3°, Pepton, 0,12% MgS0O,, 
m/5 KH,PO,/Na,HPO,, pa = 6,0. 
T —_ Ausseben der Kul 
ag Pu ne Ausseben der Kultur 
6. 6.9 _- 
2. 6,0 -- Wachstum fortgeschritten 
4. 5,6 75 Decken- und Sporenbildung vollendet 
6. 5,4 100 
8. 5,6 140 
11. 5.6 155 
13. 5,4 130 
Versuch 9. 
Nahrlésung: 2°, Glycerin, 0.6% NaNO,, 0,12°%, MgS0O,, 
m/5 KH,PO,/Na,HPO,, pa = 5.8.) ‘ 
Tag Pu “— Aussehen der Kultur 
0. 5,8 -- 
2. 5,7 -— Wachstum fortgeschritten 
5. 5,8 70 Decken- und Sporenbildung vollendet 
7. 6,4 170 HN Os-Probe: +, HNO -Probe: — 
9. 6,4 165 
12. 6,4 135 HNOs-Probe: schwach positiv 
Versuch 10. 
Nahrlésung: 1% Mannit, 0,7°% Glykokoll, 0,12°, MgS0O,, 
m/5 KH,PO,/Na,HPO,, pa = 5.6. 
Tag Pu — Aussehen der Kultur 
0. 5,6 — 
2. 5,5 -- Wachstum schwach 
5. 5,8 5 Decken unvollendet, Sporenbildung 
7. 6.6 70 Stickstoffprobe (Glykokoll): +- 
9. 6,8 120 
12. 6,8 130 








ee ital 
Nahrlésung: 1% 
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Versuch 11. 


bernsteinsaures Natrium, 0,3°, Pepton, 0,12° MgS0O., 
m/5 KH,PO,/Na,HPO,, pq = 7,0. 





Tag 


10. 
20. 


3 
= 


> © 


“I ~s) sJ 3) <«) 
° . o. ‘ 


rm bw 


Nahrlésung: 


Ernte 
mg 


Aussehen der Kultur 


Schwaches Unterwasserwachstum 


Bildung einzelner Kolonien auf der Ober- 
flache der N. L. 


Noch keine vollstandigen Decken 


Versuch 12. 


5% Glucose, 0,5% Harnstoff, 0,12°, MgS0O,, 


m/5 KH,PO,/Na,HPO,, px = 5,8. 








Tag Pu — Aussehen der Kultur 
0. 5.8 — 
2. 5,8 — Wachstum fortgeschritten 
4. 5,8 340 Decken- und Sporenbildung vollendet 
6. 5,4 _— 
8. 5,4 N. L. stark verfarbt 
11. 54 a ‘ 
12. 5,6 -- . * » . 
2. Cy konstant. 
Versuch 1. 
Nahrlésung: 1% Glucose, 0,3% Pepton, 0,12% MgS0O,, 
m/5 KH,PO,/Na,HPO,, pa = 5,8. 
Tag Pu Bente Aussehen der Kultur 
mg 
0. 5.8 - 
2. 5,8 _- Wachstum schwach 
4. 5.4 35 
6. 5.5 70 Decken- und Sporenbildung vollendet 
8. 5,8 80 
9. 5,7 _— 
11. 5,8 65 N. L. tribe, gelb 
13. 5,8 70 
16. 5,6 50 
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Versuch 2. 


Nahrlésung: 0,5°% Glucose, 0,3°% Pepton, 0,12°, MgS0O,, 
m/5 KH,PO,/Na,HPO,, pa = 5,8. 





Ernte 
Tag Pu on Aussehen der Kultur 
0. 5,8 — 
2. 5,8 _ Wachstum schwach 
4. 5,6 30 
6. 5,6 30 Decken unvollendet 
8. 5,8 30 - - 
11. 6,0 15 e ” 
13. 6,0 5 N. L. triibe, gelb 
16. 6,0 0 
Versuch 3. 


Nahrlésung: 1% Maltose, 0,3°% Pepton, 0,12°% MgS0,, 
m/5 KH,PO,/Na,HPO,, pa = 7,6. 








Tag Pu a i Aussehen der Kultur 

0. 7,6 — 

2. 7,4 _— Wachstum schwach 

8. 74 

5. 5,8 *. Decken- und Sporenbildung unvollendet 
A 6,4 a - ™ vollendet 

8. 6,4 - , 

Versuch 4. 
Nahrlésung wie Versuch 3, pq = 5,6. 
| Ernte . 

Tag Pu ae Ausseben der Kultur 

0. 5.6 — 

2. 5,6 —_ Schwaches Unterwasserwachstum 

4. 5,8 — Oberflachenwachstum ; Sporen fehlen 

5. 5,6 — Sporenbildung beginnt; Deckenbildung 
6. 5,6 _ unvollendet 

7. 5,5 - Deckenbildung vollendet 

8. 5,4 85 

11. 54 -- Millons Reaktion: schwach +; Zucker: + 
12. 5.6 100 

16. 5,6 — 
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Versuch 4’. 
Nahrlésung wie Versuch 3, py 4,6. 
Ernte . 

Tag Pu ae Aussehen der Kultur 

0. 4.6 — 

2. 4.6 — Unterwasserwachstum 

4. 4.6 30 Sporenbildung, Deckenbild. unvollendet 
6. 4,4 85 Deckenbildung vollendet; Millons Re 
8. 4.6 110 aktion: — 

10 4,8 115 

12. 4.6 105 

14. 4.6 100 


Versuch 5. 


Nahrlésung wie Versuch 3, mit Penicillium brevicaule. py = 7,4. 





Tag 


12. 
14. 
16. 


Pu 


SANS SS 
Hm DO DO DO DO DO WH 


Ernte 
ms 


Unterwasserwachstum 


(10 NaO c . 
Aussehen der Kultur aft pes ws — 


T 


coc ertn- 
om oro 


Zee 
+ + 


ww ww rwnwr 
a ron we 
or St 
fF 


Versuch 6. 


Nahrlésung wie Versuch 3, mit Aspergillus ab Holz, py = 7,6. 





n/10 NaOH Keton- 





Tag Pu son Aussehen der Kultur ove iiidene 
0. 7.6 — 2,00 
4. 7,4 —_ Wachstum beginnt 2,30 + 
6. 7,6 _ . giinstig 2,30 ~ 
8. 7,6 - Sporenbildung beginnt 2,25 + 
10. 7,6 — ao reichlich 2,20 + 
12. 7,6 — 2,10 - 4 
14. 7,6 — 1,85 
16. 7,6 — 1,85 - 
Versuch 7. 
Nahrlésung wie Versuch 3, mit Mucor, py = 7,5. 
Tag Pu — Aussehen der Kultur | "/10N8OH Ketone 
0. 7,5 _ 2,40 — 
3. 7,5 — Wachstum giinstig | 2,50 — 
4. 7,4 — Decken-u.Sporenbildung | 2,55 - 
6. 7.4 — | 2,60 — 
8. 74 — 2,65 — 


~ 





1g 





Nahrlésung: 
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Versuch 8. 


1% Lactose, 0,3°, Pepton, 0,12°, MgS0O,, 


m/5 KH, PO,/Na,HPO,, pr = 5,8. 











Tag Pu — Aussehen der Kultur 

0. 5,8 — 

2. 5,8 _— Schwaches Wachstum 

4. 59 Sporenbildung 

6. 5,7 _- Deckenbildung vollendet; Millons Re- 

aktion: —, Zucker: + 

8. 5,6 _ N. L. bleibt klar und unverfarbt 

9. 5,6 

11. 5,6 

Versuch 9. 
Nahrlésung: 1% Lavulose, 0,3°, Pepton, 0,12°, MgS0O,, 
m/5 KH,PO,/Na,HPO,, pa = 5,8. 

T oats Aussehen der Kult 

ag Pu ae Aussehen der Kultur 

0. 5,8 — 

2. 5,8 _ Wachstum gut 

4. 5,6 — Deckenbildung vollendet, keine Sporen 
7. 5,6 95 

10. 58 75 

Versuch 10. 
Nahrlésung: 1% Mannit, 0.3% Pepton, 0,12% MgS0,, 
m/5 KH,PO,/Na,HPO,, py = 5,6. 

Tag Pu a Aussehen der Kultur ° 
0. 5.6 _ 

2. 5.6 _ Wachstum gut 

4. 5,8 60 

6. 5,6 60 Decken- und Sporenbildung vollendet 
7. 5,6 —_ N. L. grin 

9. 5,6 100 

11. 5,6 105 

13. 5.6 110 

16. 5,6 95 
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Nahrlésung wie Versuch 10, pq = 7,6. 











Tag PH = Aussehen der Kultur 
0. 7,6 -— 
2. 7.6 — Wachstum schwach 
4. 7,6 5 Deckenbildung beginut 
5. 7,6 _ Sporenbildung, Deckenbildung unvollendet 
7. 7,6 40 Deckenbildung vollendet 
9. 7,4 70 
11. 7.4 95 
14. 74 90 
Nahrlésung: 2°, Mannit, 0,6°% Pepton, 0,12% MgS0O,, 
m/5 KH,PO,/Ne,HPO,, pa = 5,6. 
Emte 2 
Tag Pu Aussehen der Kultur 
mg 
0. 5.6 ~- 
4. 5,6 1°0 Decken- und Sporenbildung vollendet 
6. 5.6 195 
8. 5,6 240 
10. 5,6 240 
12. 5,6 235 
14. 5,4 255 
16. 54 250 
18. 5.4 225 
20. 5,6 185 
Niahrlésung: 2% Mannit, 0,6°, Pepton, 0,12°, MgS0O,, 
0,25% KH,PO,, pa = 5,8. 
Tag Pu — Ausseben der Kultur 
0. 5,8 ~ 
4. 5,8 60 Decken-, aber keine Sporenbildung 
6. 54 90 Keine Sporenbildung, weibe Decken 
8. 5,0 135 
10. 5,0 140 
12. 48 135 
14. 54 140 
16. 5.4 135 
18. 5.6 145 
20. 54 130 
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Versuch 13. 


Nahrlésung: 1°% Mannose, 0,3° Pepton, 0,12°, MgS0O,, 
m/5 KH,PO,/Na,HPO,, eingestellt py 7,0. 





| 


Tag Pu Sante Aussehen der Kultur 
meg 
0. 7,0 — 
2. 7.0 — Wachstum beginnt 
4. 6,9 50 
6. 6,4 99 Decken- und Sporenbildung vollendet 
8. 6,6 95 
10. 6,8 80 
12. 6.8 90 
14. 6,8 85 
16. 7,0 75 
18. 7,0 65 
20. 7,0 70 
Ergebnisse. 


Allgemein besteht beziiglich des Einflusses der H-lonenkonzen- 
tration auf das Wachstum der Schimmelpilze die Anschauung, da 
schwach saure Reaktion deren Wachstum begiinstige!, wihrend neutrale 
Reaktion es hemme und alkalische Reaktion endlich ein solches sogar 
verunmégliche (Brenner? und Westlin*). Wehmer* beobachtete, daB die 
Saurebildung bis zur Selbstvergiftung des Pilzes gehen kann, dieser 
also nicht fahig ist, ein Saureoptimum zu bilden, wie dies H. Liiers® 
fiir Hefen festgestellt hat. 

Zu ahnlichen Resultaten wie Wehmer sind wir durch Untersuchung 
der Cy-Verhaltnisse im ungepufferten Nahrsystem Glucose— Pepton 
gelangt (Versuch 2). Eine Wachstumshemmung (= Selbstvergiftung) 
des Pilzes ist zwar nicht festzustellen, doch liegt der am vierten Tage 
erreichte tiefste Cy-Wert (pq = 2.8) sehr nahe derjenigen H-Ionen- 
konzentration, welche ein Wachstum des Pilzes nicht mehr zulabt. 
Spitere Versuche dieser Arbeit zeigen nimlich, daB eine py-Zahl von 
24 nur ganz sparliches Wachstum zulaBt. In seiner Arbeit iiber: 
La formation des cellules géantes du Sterigmatocystis nigra (Asper- 
gillus nigra) kommt A. Frey® zu ganz ahnlichen Feststellungen. 

Uber die Verinderungen, welche die H-Ionenkonzentration im 
Verlaufe der Wachstumsvorginge der Schimmelpilze erfahren, hat 


1 Soil science 14, 153, 1922, gibt S.A. Waskman zur Kultivierung, 
besonders von Bodenpilzen, eine pg-Zah| von 3,6/3,8 an. 

2 Centralbl. f. Bact. IT. O., 40, 555, 1914. 

8 Dissertation Upsala 1911. 

* Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 21, 210, 1913. 

5 Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 87, 79, 1914. 

® Rev. gén. de Botanique 89, 1927. 
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Bach' folgende Beobachtungen gemacht: Aspergillus repens auf 
Saccharose als C-Quelle und KNO, als N-Quelle, zeitigt bei einer 
Anfangs-py-Zahl < 5,0 im Verlauf des Pilzwachstums eine Verschiebuny 
der H-Ionenkonzentration nach der alkalischen Seite; bei einer 
pu-Zahl > 6 erfolgt ein Riickgang gegen 5. Boas und Leberle? beob- 
achteten, daB auch die Wechselwirkungen der C- und N-Quelle im 
Verlauf der Wachstumsvorginge weitgehend den Verlauf und dic 
GréBe der H-Ionenkonzentration bestimmen. Die genannten Autoren 
kamen zu dem SchluB, dab die Hauptmenge der sauren Stoffwechsel- 
produkte aus der C-Quelle gebildet wird. Diese leite den enzymatischen 
Abbau der N-Quelle zu alkalisch reagierenden Stoffwechselprodukten 
ein, und je nach dem zeitlichen Auftreten dieses Prozesses wiirde der 
Vorgang der Saurebildung beeinfluBt werden. Die Versuche wurden 
an Aspergillus ausgefiihrt. Als C-Quellen dienten Glycerin, Dextrose 
Maltose und Saccharose und als N-Quelle Asparagin. 

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen im ungepufferten Nahr. 
system bestatigen diese Verhaltnisse weitgehend. Im Glucose-Pepton- 
system (Versuche | und 1’) ergibt sich namlich in jenem Nahrsystem. 
das bei einer héheren py-Zahl (6,2) angesetzt wurde, eine erhéhte 
Wachstumsgeschwindigkeit unter sonst gleichen Bedingungen. Der 
Ernteertrag ist hier aber bedeutend kleiner als im System mit der 
tieferen pq-Zahl (5,6). In demselben System mit stark erhéhter N- Quelle 
(Versuch 2) ergibt die starke Verschiebung in die saure Phase gleich zu 
Beginn der Entwicklung eine starke Wachstumshemmung, die sich 
voriibergehend einem Wachstumsstillstand nahert. Im weiteren lilt 
das Mannit-Peptonsystem (Versuch 3) nur eine bedeutend schwachere 
Verschiebung vor sich gehen, so daB wir am Schlu8 der Versuche 
beinahe gleiche C',y-Verhaltnisse antreffen wie zu Beginn. Ferner wurde 
im System Glucose—Harnstoff (Versuch 4), in welchem Boas und 
Leberle (1. c.) bei ihren Versuchen mit Aspergillus Konstanz der H-lonen. 
konzentration angeben, mit Penicillium in unseren Versuchen auch 
nicht annahernd konstante aktuelle Aziditat beobachtet. Dieser Sach- 
verhalt 1aBt sich hier entsprechend deutlich in den Wachstums. 
erscheinungen des Pilzes erkennen. 

So vernachlassigt auch Brenner (1. c.) die Bedeutung der Wechsel. 
wirkung zwischen C- und N-Quelle und die entsprechende Anderung 
der H-lonenkonzentration im Laufe des Wachstums, indem er in seinen 
Arbeiten mit Aspergillus z. B. Nahrsysteme mit Dextrose als C- Quelle 
und den verschiedenen N-Quellen, wie Pepton, Asparagin und Nitrate. 
beziiglich ihrer Qualitat als Nahrstoffe vergleicht, obgleich sich diese 


'C. r. Ac. Se. Paris 178, 2184, 1924. 
2 Diese Zeitschr. 90, 78, 1918; 92, 170, 1918. 
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\Orper hinsichtlich der Aziditaét ihrer Stoffwechselprodukte ganz ver- 
schieden verhalten. 


DaB8 durch Zugabe eines Puffers (Citrat) zum Niahrsystem die 
Schwankung der H-Ionenkonzentration als Folge des Stoffwechsels 
wenigstens beeinfluBt werden kénnen, hat bereits neuerdings Bach! 
nachgewiesen. Durchgehend konstante H-Ionenkonzentration weisen 
seine Versuche allerdings nicht auf. Bei solchen mit holzzerstérenden 
Pilzen puffert Wolpert? seine Zucker-Pepton-, Zucker-Natriumnitrat- 
und Cellulose-Peptonnahrsysteme mit m/3 Phosphorsiure, sauren 
bzw. alkalischen Phosphatgemischen. Aber es gelang auch damit nicht, 
konstante H-Ionenkonzentration zu erzielen. 


Unsere Vermutung, daB es Schwierigkeiten bereiten wiirde, ein 
Nahrsystem herzustellen, welches sowohl in saurer als in alkalischer 
Phase wahrend der ganzen Versuchsdauer die H-lonenkonzentration 
konstant halt, wird durch die Ergebnisse in den meist m/5 gepufferten 
Ndhrsystemen bestatigt. Die verschiedenen C- und N-Quellen zeitigen 
nur in wenigen Fallen konstante H-Ionenkonzentration, wiahrend 
andererseits meist zum Teil erhebliche Schwankungen in den py-Zahlen 
vorhanden sind. Erhéhte Konzentration der C- und N-Quelle bei 
geringerer Pufferkapazitaét (Versuch 1) lassen keine Konstanz der 
H-Ionenkonzentration erreichen. Aber auch dann, wenn beziiglich 
Nahrstoffkonzentration und Pufferung andere Verhiiltnisse vorliegen 
(Versuch 2), sind betrachtliche Schwankungen der py-Zahlen zu erkennen. 
So sind beim Glucose-Peptonsystem von herabgesetzter Niahrstoff- 
konzentration mit m/5 Pufferung konstante py-Zahlen nicht zu beob- 
achten. Das gleiche gilt von den Versuchen 3, 3’ und 3”, wobei im 
Nahrsystem Maltose—-Pepton, namentlich in der alkalischen Phase, 
weiterhin erhebliche Schwankungen nach der sauren Phase zu ver- 
zeichnen sind. Diese Befunde stehen im Gegensatz zu denjenigen von 
Boas und Leberle', welche mit Aspergillus gefunden haben, daB Maltose 
rasch desamidierend wirke, weshalb die im Stoffwechsel gebildete 
Saure nicht in Erscheinung trete. 

Die weiteren Ergebnisse sind unter Beriicksichtigung eines m/5 
Phosphatpuffers zu bewerten. Es ergibt sich dabei fiir das System, 
in welchem die Ernahrung durch Pepton als C- und N-Quelle allein 
bestritten wurde (Versuch 5), ebenfalls kein befriedigendes Resultat. 
Die starke Verschiebung der Anfangs-py-Zahlen in Richtung der 
alkalischen Phase (py-Zahl = 5,8/7,0) in Verbindung mit einem be- 
schrankten Wachstum wird erklarlich, wenn wir mit Butkewitsch® 


1 le. 
2 Ann. of Missuri bot. garden, XI, 43, 1924. 
3 Jahrb. f. wiss. Bot. 38, 147, 1903; diese Zeitschr. 129, 445, 1922. 
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annehmen, da8 ein groBer Teil des Peptonstickstoffs fiir den Schimme| 
pilz nicht assimilierbar ist. 

Ebensowenig ausreichend ist das Maltose-Peptonsystem be; 
alkalischer Reaktion, wobei mit Kreide eine spezifische Saurebinduny 
versucht wurde (Versuch 6). Es diirfte dies dafiir sprechen, dab dic 
Veriinderungen der H-Ionenkonzentration weitgehend auf Zustancs. 
ainderungen des Phosphatpuffers beruhen (s. spater). Es gewahrt 
somit in der alkalischen Phase auch der Zusatz von Kreide keine Kon. 
stanz der H-lonenkonzentration. 

Das Saccharose-Peptonsystem zeigt hier die von Ritter! erwahnte 
Bildung einer Invertase besonders deutlich. Eine solehe muB als Ursache 
fiir die wider Erwarten weitgehend stattgehabte Aufspaltung des 
Disaccharids angenommen werden. 

Das normale Wachstum im Nahrsystem Glycerin—Nitrat (Ver- 
such 9) zeigt, daB das Penicillium auch mit einfacheren Verbindungen 
als C-Quelle gut gedeiht. Ein Gleichgewicht zwischen den sauren und 
alkalischen Abbauprodukten kann aber nicht festgestellt werden 
Glycerin wird nach Boas und Leberle®? von Aspergillus, nach Fhrlich* 
auch von Oidium lactis gut ausgenutzt. Die Nitritstufe, welche von 
S. Kostytschew und E. Tswetkowa* beim Abbau der Nitrate durch 
Schimmelpilze mit Sicherheit gefunden wurde, konnte hier nicht nach- 
gewiesen werden. 

Die Ergebnisse im System Mannit—Glykokoll (Versuch 1\)). 
scheinen besonders deutlich die Anschauung zu bestatigen, da es 
nicht angeht, eine Bewertung der Komponenten eines Nahrsystems 
an sich vorzunehmen. Es diirfte dagegen richtiger sein, die Kompo- 
nenten auf Grund ihrer Leistungsfahigkeit, z. B. des Ernteergebnisses 
des betreffenden Systems zu vergleichen. Da die Art der Wechsel- 
wirkung, welche diese Komponenten auslésen, in erster Linie die 
Qualitit des Systems bedingt, kann nur das Gesamtresultat dieser 
Wechselwirkung die Grundlage zur. Beurteilung der Komponenten 
abgeben. Die im phosphatgepufferten System Mannit— Glykokoll 
wirkende C- und N-Quelle wurde in diesem System als ,,minderwertig’ 
befunden, im Gegensatz zu Ritter®, der Mannit als C-Quelle ,,besser™ 
fand als Zucker, ebenso Brenner®*, Emmerling’, Puriewitsch® und andere 
mehr, welche Glykokoll als ,,ausgezeichnete’* N-Quelle anfiihren 


1 Diese Zeitschr. 42, 1, 1912. 

2 lc. 

3 Diese Zeitschr. 36, 477, 1911. 

* Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 111, 170, 1920. 
5 Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 29, 570, 1911. 

6 le. 

7 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 2289, 1902. 

8 Diese Zeitschr. 38, 1, 1912. 
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Es ist méglich, daB im System Mannit—Glykokoll wohl darum dessen 
Komponenten so ungiinstig zur Wirkung gelangen, weil die Wachstums- 
vorgange daselbst rasch die py-Zahl des Systems gegen die alkalische 
Phase verschieben. 

Ahnlich diirften die Resultate mit Bernsteinsiure im System 
Bernsteinsaure— Pepton (Versuch 11) zu bewerten sein. Auch hier ist 
gegeniiber den giinstigen Resultaten von Ravin' mit dieser C- Quelle 
das gleiche zu sagen, was vorhin fiir Mannit angefiihrt wurde. 

Ein normales Pilzwachstum als Folge der Pufferung zeigt sich im 
Vergleich der gepufferten und ungepufferten Glucose- Harnstoffsysteme 
(Versuch 12 und 4, Abschnitt 1). Die im gepufferten System er- 
haltenen héheren Erntewerte veranlassen in diesem Falle Brenner?, 
aus seinen im ungepufferten Nahrsystem erhaltenen Resultaten mit 
Harnstoff, diesen als ,,maBig gute’ N-Quelle zu bezeichnen! 

Betrachten wir das Verhalten der in der H-lonenkonzentration 
als praktisch konstant gefundenen Niahrsysteme beziiglich ihrer 
C-Quelle, so ist zu erkennen, daB von dem untersuchten hdédheren 
Alkohol Mannit, den verschiedenen Monosacchariden, wie Glucose, 
Lavulose und d-Mannose, und den Disacchariden Maltose und Lactose, 
die Maltose biologisch das interessanteste Verhalten aufweist, wihrend 
sich andererseits einzig Mannit mit Pepton als N- Quelle zur Herstellung 
eines durchweg brauchbaren Nahrsystems als fiir unsere Zwecke geeignet 
erwiesen hat. 

Die Glucose bei saurer Reaktion zeitigt nur in niederer Nahrstoff- 
konzentration einen annahernd ausgeglichenen Stoffwechselverlauf 
beziiglich Konstanz der H-Ionenkonzentration. Die Verdopplung der 
Konzentration der C-Quelle bei gleichbleibender Cy des Nahrsystems 
bringt bereits eine ausgesprochene Verschiebung des Cy-Zustandes 
nach der sauren Phase. 

In ahnlicher Weise scheinen die Abbauverhaltnisse im Mannose- 
system vor sich zu gehen. Auch hier stéren saure Stoffwechselprodukte 
das H-lonengleichgewicht. 

Eine Ausnahme unter den vorliegenden Monosen ist bei der Lavulose 
zu konstatieren. Die Abbauvorginge verlaufen innerhalb geringer 
Aziditatsschwankungen. Es ist nicht ausgeschlossen, dab die Ketoform 
dieser Zuckerart einen tiefergreifenden Abbau durch das P. gl. nicht 
zulaBt. Dies diirfte die Ursache des relativ schlechten Wachstums 
und der konstanten Cy-Verhiltnisse sein. 

Bei der Maltose liegt das biologisch interessante Verhalten im 
Stoff- bzw. Cy-Wechsel vor allem darin, daB dieses Disaccharid, dessen 


1 Thése. Paris 1915. 
2 le. 
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Komponenten mit der d-Glucose identisch sind, sich im Stoffwechse| 
des P. gl. durchaus verschieden von der Glucose verhilt. In der 
alkalischen Phase fiihren namlich die Abbauvorginge vorwiegend 2. 
sauren Koérpern. Praktisch dagegen im Gleichgewicht verlaufen dic 
Abbauvorgange in der sauren Phase, und zwar auch bei guter Lebens. 
tatigkeit des Pilzes bei entsprechend hoher H-lIonenkonzentration 
(pu = 4,6). 

Unter dem Einflu8 anderer Schimmelpilze verhalten sich dic 
Stoffwechselerscheinungen bei der Maltose beachtenswert verschieden 

Penicillium brevicaule, Aspergillus spec. und Mucor spec. lassen 
namlich alle in der alkalischen Phase ihre Abbauvorgiinge unter konstant 
bleibenden Cy-Verhaltnissen vor sich gehen. Dies ist fiir Aspergillus 
und Mucor als Ausdruck ihrer grundsiatzlich von Penicillium ver- 
schiedenen enzymatischen Tatigkeit durchaus verstindlich. Ob man 
wagen darf, etwas Ahnliches fiir das verschiedene Verhalten der beiden 
so nahe verwandten Penicilliumspecies anzunehmen, kann hier nicht 
entschieden werden. Immerhin liBt sich insofern eine weitere Uber- 
einstimmung in den feineren Stoffwechselvorgangen der beiden Peni- 
cillien daran erkennen, daB beide im alkalischen Maltose-Pepton. 
system aus Capronsaure das Methylpropylketon zu bilden vermégen. 
Dabei vollizieht sich dieser Abbau bei Penicillium glaucum unter weit- 
gehender Veranderung des Cy-Zustandes, waihrend dieser bei Peni- 
cillium brevicaule praktisch konstant bleibt. Beziiglich der Keton- 
bildung unterscheiden sich die beiden anderen Schimmelpilzarten 
Aspergillis und Mucor dadurch, dai Aspergillus, im Gegensatz zu 
Mucor, Capronsiure zu Methylpropylketon abzubauen vermag. 

Das andere Disaccharid, die Lactose, verhalt sich unter entsprechen- 
den Bedingungen wie die Maltose. 

Der sechswertige Alkohol Mannit endlich muB als diejenige C- Quelle 
angesprochen werden, welche, wie bereits erwahnt, im Mannit-Pepton- 
system die H-lonenkonzentration bei den Stoffwechselvorgangen des 
P. gl. am weitgehendsten in einem Gleichgewichtszustand halt. Wir 
beobachten unter guter Ausnutzung der Niahrstoffe, sowohl bei 
niedriger als bei erhéhter Konzentration derselben konstante H-Ionen- 
konzentration. 

Der Verlauf der Abbauvorginge im Mannit-Peptonsystem ergibt 
sich als ein ausgeglichener bereits im ungepufferten System zu erkennen 
im Vergleich mit dem Glucosesystem. Im Vergleich zwischen gepuffertem 
und ungepuffertem Mannitsystem kénnen wir nunmehr deutlich den 
EinfluB der Pufferung verfolgen. Diese macht sich nicht nur in der 
praktisch konstant bleibenden H-Ionenkonzentration geltend, sondern 
gleichzeitig ergibt das System einen um 70°, erhéhten Umsatz seiner 
Nahrstoffe gegeniiber dem ungepufferten System zu erkennen. Giinstiger 
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ist ebenso der zeitliche Verlauf im gepufferten System. Es findet sich 
hier der optimale Erntewert bereits am 14. Tage, wahrend ein solcher 
das ungepufferte System erst am 18. Tage erkennen laBt. 

Im ungepufferten System mit vorwiegend Glucose als C- Quelle 
konnen wir die gré8ten Schwankungen in der H-Ionenkonzentration und 
ebenso einen ungeniigenden Umsatz der Nahrstoffe feststellen. Im 
gepufferten System, bei nicht oder nur annahernd konstanter H-Ionen- 
konzentration im Verlauf der Abbauvorginge, haben wir unter Be- 
riicksichtigung der bisher gebrauchlichen und weiterer C- und N-Quellen 
meistens ahnliche Ergebnisse zu verzeichnen. 

Aus einer Serie von m/5 phosphatgepufferten Nahrsystemen 
gelang es endlich durch geeignete Kombination der passenden C- und 
N-Quelle im Mannit-Peptonnahrsystem ein System zu erkennen, das 
die H-lonenkonzentration des P. gl. innerhalb dessen Wachstums- 
grenzen im Verlaufe der verschiedenen Abbauphasen praktisch konstant 
halt. Das m/5 phosphatgepufferte Mannit-Peptonsystem hat sich 
auBerdem beziiglich seines Umsatzes der Nahrstoffe als ein leistungs- 
fahiges System erwiesen. 

Die folgenden Untersuchungen (Erntebestimmungen) bei kon- 
stanter H-lonenkonzentration wurden daher im m/5 _ phosphat- 
gepufferten Mannit-Peptonnahrsystem ausgefiihrt, und sie gruppieren 
sich in der Hauptsache um den folgenden Fragenkomplex: 

1. Besteht fiir P. gl. eine H-lonenkonzentration (p-Zahl), die 
im Zusammenhang mit einem deutlich optimalen zeitlichen Verlauf 
(maximale Ernte) als auch mit der UmsatzgriéBe (Gesamternte) ge- 
bracht werden kann ? 

2. Fallt die H-lonenkonzentration fiir den optimalen Erntewert 
mit der H-Ionenkonzentration fiir die maximale UmsatzgriBe zu- 
sammen ? 

3. Besteht fiir die verschiedenen H-lonenkonzentrationen (px- 
Zahlen) eine spezifische Wachstumsgeschwindigkeit, bzw. wie verhalten 
sich die in gleichen Zeiten gebildeten Erntewerte bei den verschiedenen 
pu-Zahlen des Nahrsystems / 

4. Werden die oben genannten Beziehungen unter dem Einflub 
a) veranderter Nahrstoffkonzentration, b) von Katalysatoren ver- 
andert und wie ? 


Erntebestimmungen mit P. gl. bei verschiedener, aber konstanter H-lonen- 
konzentration. 


Nachdem unsere vorausgegangenen Untersuchungen gezeigt hatten, 
daB8 tatsichlich Mannit als C-Quelle und Pepton als N-Quelle bei 
m/5 Phosphatpufferung (m/5 KH,PO,/Na,H PO, + 0.12% MgS0O,) 
ein Nahrsystem darstellt, in welchem die Wachstumsvorginge des 
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P. gl. bei praktisch konstanter H-lonenkonzentration verlaufen, fiihrte: 
wir simtliche weiteren Versuche in einem entsprechend zusammen 
gesetzten Nahrsystem aus. 

Unsere hier folgenden Untersuchungen bezwecken, die soeben unter 
Frage 1, 2 und 3 formulierten Beziehungen zwischen der H-Ionen. 
konzentration einerseits und der Konzentration der Nahrstoffe anderer. 
seits beziiglich der ProduktionsgriBe des P. gl. aufzukliren. 

Der Untersuchungsbereich der H-Ionenkonzentration wurde dabei 
auf die py-Zahlen zwischen 2,4 bis 8,0 ausgedehnt. Die Konzentration 
der Nahrstoffe beschrankte sich auf die beiden Verhaltnisse C : N= 1:03 
und C:N = 2:06. 

Beziiglich der protokollarischen Darstellung der einzelnen, iiberaus 
zahlreichen Erntebestimmungen muB8 auf die Dissertation Schneider 
verwiesen werden. Hier fiihren wir nur tibersichtsweise die Ergebnisse 
der einschlagigen, wichtigsten Untersuchungen an, und zwar die 
Zahlen fiir: 

1. Die Erntewerte. Darunter ist das Gewicht in Milligrammen 
dessen zu verstehen, was die verschiedenen Nahrsysteme nach den 
angegebenen Zeiten (vom vierten Tage an, je am 6., 8., 10., 12. Tage usw.) 
an Pilzmaterial produzieren. 

2. Die optimalen Erntewerte. Darunter verstehen wir das Gewicht 
in Milligrammen des maximalen Erntewertes, der ein Nahrsystem im 
Verlauf einer 20tagigen Untersuchungsperiode hervorbringt. 

3. Die Gesamterntewerte in 20 Tagen (UmsatzgréBe). Wir ver- 
stehen darunter das Gewicht in Milligrammen der Gesamtheit des 
Pilzmaterials eines Nahrsystems, das im Verlauf einer 20tagigen Unter. 
suchungsperiode produziert wird. 


Ubersicht I. 
Konzentration der Nahrstoffe = C:N = 1: 0,3. 
1. Erntewerte. 





Ernte- Py*Zahlen 


8 24-28 32/38 42/46/48 50 54) 56 60/65 7,0 7,6 50 








4. —/| 20 30 60 55 60 40 55 60 6 55 35 49 55 10 
6. 65 60 80 95 90 90) 90 110 105 100) 85 65 60 45 
8 | -- | 6) 90, 100 90 105 105, 95 115 100 105 85 85, 70 65 
10. — |105)120 125 95 100 125 110 110 100 110 110 95.105 65 
12. — | 90/110 95 115 100 90 129 115 130 129 120 95 95 %5 
14. — | 70 115 100 100 110 85 115/110 115 110 110) 95 85 Sd 
16. — | 75) 95)105 105) 85 95110 125 180/105 115 105,105 85 
18. — 95 105/110 100 100 85 110 195 120 105/110 100 95 100 
20. — 70 75'100 100 85 70 95 100 120 105 115 105) 90 105 
22. 85 85 


* Der Puffer fiir eine Py y*Zahl < 4,6 wurde mit m/5 KH, PO,/H; PO, hergestelit. 
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2. Optimale Erntewerte. 
Py-Zablen 
24/28 132138142 46) 48 | 50 | 54] 561 60)65 70 76) 80 
— /105'120 125 115 110 125), 120 125 130 120 120 105 105 105 
3. Gesamterntewerte in 20 Tagen. 
Py Zablen 
2428/32/38 42 46/148 50 54 56 | 60| 65 | 70) 76 40 
— | 655' 800/875 855 835 780 900 950/985 915) 885 785 760 645 
Ubersicht I. 
Konzentration der Nahrstoffe = C:N = 2: 0,6. 
1. Erntewerte. 
Py+Zahlen Pe tas 
ee a ee A — —— 
2.4 3,0 3.4 4.0 4,6 5.6 6,2 7,0 7,4 
4. — 75 105 110 135 135 55 35 35 
6. -- 125 155 215 210 195 110 70 65 
8. — 230 205 290 265 210 | 185 125 135 
10. — 259 350 260 220 220 | 209 160 130 
12. — 235 215 259 285 235 205 175 150 
14. oo 250 195 260 190 280 215 160 140 
16. —_ 225 190 235 150 210 | 200 195 150 
18. - 215 165 230 160 215 230 205 155 
20. — 190 150 225 175 205 200 210 165 
22 210 169 
24. 200 165 
26. 150 
2. Optimale Erntewerte. 
PyZablen 
ao | 30 | 8e | 40 | Ce | Ce Cl] C62 CC 74 
— 250 350 290 285 280 230 210 165 
3. Gesamternte in 20 Tagen. 
ee Ty tel Py: Zahlen 
a | one | ee | fe | as | el CU] Ck] le 7.4 


- 1785 1730 2065 1790 1905 1600 1335 1125 
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Bevor wir auf die obigen Versuchsergebnisse naiher eingehen 
wollen, seien vorerst jene Versuche angefiihrt, welche iiber die in der 
vierten Frage formulierten Beziehungen Aufschlu8 geben sollen. 

Es handelt sich also um die Versuche betreffend den Einflui 
weiter veranderter Konzentration der Nahrstoffe und um solche be 
treffend den EinfluB von Katalysatoren auf die vorgingig untersuchten 
LebensauBerungen des P. gl. 

In Anbetracht der wenig zahlreichen Versuche fiihren wir solche 
protokollarisch auf. 


Versuch 1. 


Konzentration der Nahrstoffe = C:N = 2:0,3; pa = 3,8. 





Ernte 
Tag Pu - Aussehen der Kultur 
0 3,8 —_ 
4 3,8 90 Decken- und Sporenbildung vollendet 
6 3,6 125 
8 3,6 120 
10. 3.6 175 
12. 3.6 150 
14 3,6 140 
16 3,6 135 
18. 3.6 150 
20. 3,6 135 


Gesamternte in 20 Tagen = 1220. 


Versuch 2. 


Konzentration der Nahrstoffe = C: N = 1: 0,6; pq = 4,2*. 





Ernte 
Tag Pu ae Aussehen der Kultur 
0. 4,2 — 
4. 4,4 35 
6. 44 130 
8. 4,0 125 
10. 4,4 125 
12. 44 115 
14. 44 100 
16. 4,6 80 
18. 4,6 100 
20. 4,6 7h 
Gesamternte in 20 Tagen = 885. p 


ke 


* Wie die py-Zahlen zeigen, gewaihrt die vorhandene Phosphat- 
pufferung bei dem bestehenden Verhaltnis zwischen C- und N-Quelle kein: 
konstante Cy. 








aint 
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. 


Versuch 3. Konzentration der Nahrstoffe = C: N = 2:2; py = 5,8*. 





Tag Pu arate Aussehen der Kultur 
mg 
0. 5.8 — 
4. 5,8 65 z. T. Decken-, aber keine Sporenbildung 
6. 5,8 210 Deckenbildung vollendet ; Sporen schwach 
8. 5,6 245 ent wickelt 
10. 6,0 940 
12. 6,2 235 
14. 64 190 
16. 6,2 190 
18. 6,4 135 
20. 6,4 130 


Gesamternte in 20 Tagen = 1640. 


Der EinfluB von Katalysatoren. 


Die Bedeutung, welche dem Eisen beim LebensprozeB zukommt, 
und der Umstand, daB einige neuere Untersuchungen iiber das Wesen 
der katalytischen Wirkung speziell mit Eisensalzen  vorliegen, 
Baudisch', Kuhn und Braun*, veranlaBten uns, fiir die folgenden Ver- 
suche, Eisen als Katalysator zu verwenden, und zwar sowohl in ionogener 
(FeSO,) als in komplexer Form (Hamin). 

Jeder Versuch wurde doppelt mit und ohne Katalysator aus- 
gefiihrt; letzterer somit als Kontrollversuch. 


a) Eisex in ionogener Form (feS0O,)**. 


Versuch 1. Konzentration der Nahrstoffe = C:N = 1: 0,3; py = 5,6. 





Ernte 
Tag Pu = Ausseben der Kultur 
0. 5,6 — Trabung (Ferriphosphat!) 
4. 5,6 10 Wachstum schlecht, keine Deckenbildung 
6. 5,6 30 Deckenbildung ; teilweise Sporenbildung 
ot 5,6 70 
10. 5,6 90 
12. 5,6 105 
14. 5,6 100 
16. 5,6 95 
18. 5,6 95 
20. 5,6 120 
22. 5,6 115 


Gesamternte in 20 Tagen = 715. 


* Wie die py-Zahlen zeigen, gewahrt die vorhandene Phosphat- 
pufferung bei dem bestehenden Verhaltnis zwischen C- und N- Quelle keine 
konstante Cy. 

1 Naturwiss. 18, 752, 1925. 

2 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 59, 2370, 1926. 

** Der Nahrlésung wurde 0,01 % als steriles Fe SO, aseptisch zugefiihrt. 
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Kontrollversuch 1’ (ohne Eisen). py = 5,6. 
Tag Pu Erate Aussehen der Kultur 
mg 
0. 5.6 — 
4. 5,6 55 Decken- und Sporenbildung vollendet 
6. 5,6 75 
8. 5,6 90 
10. 5,6 90 
12. 5,6 120 
14. 5,6 120 
16. 5,6 105 
18. 5,6 105 
20. 5,6 115 
22. 5,6 110 
Gesamternte in 20 Tagen = 875. 
Versuch 2. pa = 7,6. 
Tag Pu Sento Aussehen der Kultur 
mg 
0. 7,6 — Trabung (Ferripbosphat!) 
4. 7,6 20 
6. 7,6 40 Decken- und Sporenbildung vollendet 
8. 7.6 69 
10. 7,6 100 
12. 7,6 125 
14. 7,6 115 
16. 7,6 115 
18. 7,6 115 
20. 7,6 110 
22 7,6 85 
Gesamternte in 20 Tagen = 800. 
Kontrollversuch 2’ (ohne Eisen). py = 7,6. 
Ernte . 
Tag Pu Aussehen der Kultur 
mg 
0. 7,6 — 
4. 7,6 20 
6. 7.6 65 Decken- und Sporenbildung vollendet 
8. 7,6 75 
10. 7,6 105 
12. 7,6 105 
14. 7,6 95 
16. 7,6 120 
18. 7,6 100 
20. 7,6 105 
22. 7,6 115 i in 


Gesamternte in 20 Tagen = 790. spr 
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Versuch I. Konzentration der Nahrstoffe = C: N = 2: 0,6, pq = 5,6. 
Tag Pu ‘ wmte Aussehen der Kultur 
mg 
0. 5,6 — Trabung (Ferriphosphat!) 
4. 5,6 40 Decken-, aber noch keine Sporenbildung 
6. 5,6 105 Decken- und Sporenbildung vollendet 
8. 5,6 180 
10. 5,6 170 
12. 5,6 235 
14. 5,6 235 
16. 5,6 245 
18. 5,6 255 
20. 5,6 239 
22. 5.6 225 
Gesamternte in 20 Tagen = 1695. 
Kontrollversuch 1’ (ohne Eisen). py 5,6. 
s Ernte » 
Tag Pu Aussehen der Kultur 
mg 
0. 5,6 — 
4. 5,6 90 
6. 5,6 195 Decken- und Sporenbildung vollendet 
8. 5,6 215 
10. 5,6 225 
12. 5,6 200 
14. 5,6 195 
16. 5,6 185 
18. 5,6 195 
20. 5,6 190 
22. 5,6 175 
Gesamternte in 20 Tagen = 1695. 
b) Eisen in komplexer Form (Himin)'. 
Versuch 1. Konzentration der Nahrstoffe = C:N = 2: 0,6; py = 5,8. 
Tag Pu ee Aussehen der Kultur 
0. 5,8 - 
4. 5,8 5 Schwache Deckenbildung mit Sporen 
6. 5,8 50 Decken- und Sporenbildung vollendet 
8. 5,8 115 
10. 5,8 170 
12. 5,8 165 
14. 5,8 190 
16. 5,8 180 
18. 5,8 250 
20. 5 220 


Gesamternte in 20 Tagen = 1245. 


* Zu je 25cem Nahrlésung wurde | ccm einer Haminlésung | : 1000 
in m/50 Na,HPO, zugegeben, was einem Gehalt von 0,0004% Fe ent- 


spricht. 
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Kontrollversuch 1’ (ohne Hamin). 











Tag Erate Aussehen der Kultur 
my 
0. 
4. 20 Schwache Deckenbildung mit Sporen 
6. 45 Decken- und Sporenbildung vollendet 
8. 90 
10. 140 
12. 150 
14. 150 
16. 170 
18. 140 
20. 155 
Gesamternte in 
Versuch 2. 
Ernte 4 
Tag Pu on Aussehen der Kultur 
0. 7,4 — 
4. 7.4 10 Diinne Deckenbildung mit Sporen 
6. 7,4 55 
8. 74 55 
10. 7,4 80 
12. 7,4 95 
14. 7,4 130 
16. 7.4 145 
18. 74 186 
20. 74 215 
22. 7,4 125 
Gesamternte in 20 Tagen - 
Konitrollverauch 2’ (ohne Hamin). 
Ernte 
Tag Pu as Aussehen der Kultur 
0. 7,4 — 
4. 7,4 0 Sehr diinne Deckenbildung ohne Sporen 
6. 7,4 40 
8. 7,4 35 
10. 74 65 
12. 7,4 95 
14. 7,4 110 
16. 7,4 140 
18. 7,4 135 
20. 7.4 80 


Gesamternte in 20 Tagen 














Sporen 
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Ergebnisse. 


Die in der Ubersicht I und II, sowie die in den anschlieBend auf- 
gefiihrten Versuchsprotokollen enthaltenen Zahlen stellen nunmehr 
die experimentellen Grundlagen dar, auf denen wir die simtlichen 
unter 1 bis 4 aufgerollten Fragen beantworten kénnen. 

In den folgenden Ausfiihrungen gehen wir dementsprechend 
systematisch auf die Beantwortung dieser Fragen ein. Trotz der 
ziemlich komplexen Materie werden wir uns héchstzuliassiger Kiirze 
bedienen und dementsprechend auf die Anfiihrung von graphischen 
Darstellungen weitgehend verzichten. Beziiglich dieser und auch im 
iibrigen sei auf das einschligige Kapitel in der Dissertation Schneider 
verwiesen. 

Fiir eine Konzentration der Nahrstoffe C: N = 1: 0,3 lassen sich 
zwischen der H-lonenkonzentration (py-Zahl) einerseits und dem 
optimal zeitlichen Verlauf der Wachstumsvorginge (maximale Ernte) 
und der UmsatzgréBe (Gesamternte) andererseits folgende Beziehungen 
erkennen: Die H-Ionenkonzentration entsprechend einer py-Zahl von 
3,8 und von 5.6 haben beziiglich des zeitlichen Verlaufs des Pilzwachs- 
tums als optimal zu gelten. Der erreichte Erntewert ist dabei aber 
nur um 25°, des minimal erreichten Erntewertes erhéht. Beziiglich 
der H-Ionenkonzentration und der UmsatzgréBe bestehen ebenfalls 
zwei ausgezeichnete Beziehungen. Die H-lonenkonzentration ent- 
sprechend sowohl der py-Zahl 3,8 als diejenige von py = 5,6 zeichnen 
sich durch Bildung von maximalen Umsatzwerten (Gesamternte) aus. 
Solche betragen 35 bzw. 52°, von den im Minimum gebildeten Gesamt- 
erntewerten. 

Ausgepragter laBt sich ein Zusammenhang des Pilzwachstums 
mit der H-lonenkonzentration im System von der Nahrstoffkonzentration 
C: N = 2: 0,6 feststellen. Hier ist nur bei einem einzigen Cy-Zustand, 
und zwar py = 3,4 der optimal zeitliche Verlauf des Pilzwachstums 
zu erkennen. Der erreichte Erntewert ist um 100°, des minimalen 
Erntewertes erhéht. Auch fiir dieses System mit der doppelten Nahr- 
stoffkonzentration bestehen zwei maximale Umsatzwerte. Sie stehen 
zu dem Cy-Zustand in folgenden Beziehungen: Eine erste maximale 
UmsatzgréBe wird bei einer H-lonenkonzentration entsprechend einer 
pu Zahl von 4,0 erreicht ; eine zweite bei py = 5,6, welche 70 bzw. 83°, 
des im Minimum gebildeten Erntewertes betragt. 

Fiir die Konzentration der Nahrstoffe C: N = 1: 0,3 fallt die fiir 
die maximale Ernte optimale H-Ionenkonzentration zusammen mit 
jener fiir die maximale UmsatzgréBe giiltigen; dies ist dagegen nicht 
der Fall in der Nahrstoffkonzentration C: N = 2: 0,6. 

Die Aufklarung der Beziehungen zwischen H-lonenkonzentration 
und Wachstumsgeschwindigkeit l4Bt es notwendig erscheinen, die in 


18* 
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gleichen Zeiten gebildeten Erntewerte bei den verschiedenen py-Zahler 
des Nahrsystems auszurechnen. Im folgenden sind die Wachstums 
geschwindigkeiten fiir das System mit der Konzentration der Nahrstoff: 
C: N= 1:03 zusammengestellt. 


Wachstumsgeschwindigkeiten. 








der Kult ur — . 7 —— 

Tage 2,8 3,2 3,8 4,2 4,6 4.8 5,0 
0 ni = = _ ae 
4 5.0 7,5 15.9 13,7 15,0 10,0 13,7 
6 10,8 10,0 13,3 15,8 15,0 15,0 15,0 
8 8.1 11,2 12.5 11,2 13,1 13,1 11,9 
10 10.5 12,0 12.0 9.5 10,0 12,5 11.0 
12 7,5 9.1 7,9 9.6 83 7.5 10,0 
14 5,0 8,2 7,1 7,1 7,8 6,9 8,2 
16 4,7 59 65 65 5,3 59 69 
18 5,3 58 6,1 5.5 5.5 4,7 6.1 
20 35 3,7 5.0 5,0 4,2 3,5 4,7 

de -— itu r - P — -~ — 
Tage 5,4 5,6 6,0 6,5 7,0 7,6 8,0 

0 a — ‘ on om = 

4 15,0 16,2 13,7 8,7 10,0 13,7 2.5 
6 18,3 17,5 16.6 14.2 10,8 10.9 75 
8 14,4 12.5 13,1 10,6 10.6 8,7 S.1 
10 11,0 10,0 11,0 11,0 9.5 10.5 65 
12 9.6 10,8 10,0 10,9 7.9 7.9 7.1 
14 7,8 8,2 7,8 7.8 6.8 6,0 6,1 
\ 16 7,8 8,1 6.5 7,2 65 6.5 6.0 
18 58 6.6 5.8 6.1 5.5 5.3 53 
20 5.0 6.0 5,2 8.0 5,2 45 55 


Das System mit der H-lonenkonzentration entsprechend py — 5,4 
bis 5,6 stellt das Nahrsystem mit der gréBten Wachstumsgeschwindigkeit 
dar. Die Systeme mit kleinerer oder gréBerer H-lonenkonzentration 
zeigen eine entsprechend kleinere Wachstumsgeschwindigkeit. Die 
Systeme mit py-Zahlen kleiner als 5,4 bis 5,6 lassen langsam kieiner 
werdende Wachstumsgeschwindigkeiten erkennen, und zwar bis zum 
System mit der py-Zahl 2,8. Das System mit py = 2,4 stellt bereits 
diejenige H-lonenkonzentration dar, in welcher die Wachstums 
geschwindigkeit praktisch gleich Null ist. 

Die Systeme mit py-Zahlen gréBer als 5.4 bis 5,6 zeichnen sich 
durch verminderte Wachstumsgeschwindigkeiten aus. Der Charakter 
dieser Verminderung ist aber im Bereich der vorliegenden H-Ionen- 
konzentrationen ein anderer als im Bereich der gréBeren py-Zahlen 
Die Wachstumsgeschwindigkeiten in diesen Systemen sind kleinere 
und werden mit geringerer H-Ionenkonzentration, d. h. steigenden 
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pa-Zahlen, immer kleiner. SchlieBlich weisen alle Systeme annahernd 
konstante Wachstumsgeschwindigkeiten auf. 

Eine besondere Stellung nimmt das System mit der py-Zahl 7,0 
ein, indem es stets annaihernd ausgeglichene Wachstumsgeschwindig- 
keiten aufweist. Eine Ausnahme von dieser oben festgestellten Regel 
laBt das System mit der py-Zahl von 7,6 erkennen. Es zeigt nimlich 
beziiglich seiner Wachstumsgeschwindigkeiten weitgehende Ahnlichkeit 
mit denjenigen Systemen, welche unter hoher H-lonenkonzentration 
stehen. Diese Ahnlichkeit besteht darin, daB es in der ersten Wachstums- 
periode groBe Wachstumsgeschwindigkeiten analog hoher H-Ionen- 
konzentration, spiter aber ausgesprochen niedere Wachstums- 
geschwindigkeiten, analog niedriger H-lonenkonzentration, erkennen 
laBt. 

Fiir die Konzentration der Nahrstoffe C: N — 2: 0,6 ergeben die 
Wachstumsgeschwindigkeiten folgende Zahlen. 





Alter . 
der Kultur ae ae Pu wanes : 

Tage 3,0 3,4 40 ° 4,6 5.6 6,2 7,0 7,4 

0 enn _ " - —_ = ro ia 
4 18,7 26,2 27.5 33,7 33,7 13,7 8,7 8,7 
6 20,8 25,8 35,8 35,0 32.5 18,3 11,6 10,8 
8 28,7 25,6 36,2 33,1 26,2 23.1 15,6 16,9 
10 25,0 35,0 26,0 22.0 22.0 20,0 16,0 13,0 
12 19.6 17,9 20,8 23,7 19,6 17,1 14,6 12.5 
i4 17.8 13,9 18,6 13,6 20.0 15,4 il4 10,0 
16 14,1 11,9 14,7 94 13,1 12,5 12,2 9,4 
18 11.9 9,2 12,8 8.9 11,9 12.8 11.4 8,6 

20 9.5 7.5 11,2 8,7 10,2 10,0 10.5 8,2 


Es sind dementsprechend folgende Beziehungen zwischen der 
H-Ionenkonzentration und den Wachstumsgeschwindigkeiten  fest- 
zustellen: Das Nahrsystem mit der py-Zahl 4,0 stellt hier das System 
mit der gréBten Wachstumsgeschwindigkeit dar. Diese ist bei den 
Systemen mit kleinerer oder gréBerer H-lonenkonzentration ent- 
sprechend geringer. Die Systeme mit py-Zahlen kleiner als 4,0 lassen 
eine stetig kleiner werdende Wachstumsgeschwindigkeit erkennen bis 
zum System mit der py-Zahl 3,0. Die Wachstumsgeschwindigkeiten 
in den Systemen mit py-Zahlen griBer als 4,0 werden mit geringerer 
H-Ionenkonzentration immer kleiner. Dies zeigt sich besonders deutlich 
in den Systemen mit den py-Zahlen 7,0 und 7,4, wo weitgehend aus- 
geglichene Wachstumsgeschwindigkeiten auftreten. 

Von weiterem Interesse erscheinen nunmehr auch die Beziehungen 
zwischen der H-Ionenkonzentration, der Nahrstoffkonzentration und 
der Wachstumsgeschwindigkeit in den Nahrsystemen. Ganz besonders 
sind es die beiden ausgezeichneten Werte der in einem Niahrsystem 
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maximal auftretenden Wachstumsgeschwindigkeit (maximale Ge 
schwindigkeit) und jene Intensitét der Lebenstatigkeit, die im 20 Tage 
alten System, also am Ende der hier beobachteten Wachstumsperioden 
(Endgeschwindigkeit) auftreten, welche uns hier naher beschaftigen 
sollen. 

In der folgenden Tabelle finden sich in der Kolonne ,,Cg der Nahr- 
systeme“ die jeweiligen py-Zahlen der beiden Systeme mit der Nahr- 
stoffkonzentration C: N = 1:0,3(a) und C: N = 2:0,6(b). In der 
weiteren Kolonne ist die entsprechende maximale Geschwindigkeit 
und die Endgeschwindigkeit fiir die beiden Nahrstoffkonzentrationen « 
und 6 aufgefiihrt. Die dritte Kolonne enthalt das Verhaltnis der vor- 
handenen Nahrstoffkonzentrationen a:6, und endlich findet sich in 
der vierten Kolonne das Verhaltnis der maximalen bzw. Endgeschwindig- 
keiten fiir die beiden Nahrstoffkonzentrationen V,: V, so ausgedriickt 
daB V, als | angenommen wird und V, das entsprechende Vielfache 
davon darstellt. 

Vergleichen wir die maximalen Wachstumsgeschwindigkeiten bei 
den verschiedenen H-lonenkonzentrationen der Systeme mit der 





: m C:N=1:03 | C:N=2:06 . Nabrstoff- | Geschwindig- 
Cy der Nabrsysteme (Va) (Yo) konzentration Lowy 
i| . a:b a:b 


pu = 2,8/3,0 


Maximalgeschwindigkeit . 10,8 28,7 1:2 1: 2,6 
Endgeschwindigkeit yt 3.5 9,5 — 1:2,7 
Pu = 3,2/3,4 
Maximalgeschwindigkeit . 12.0 35,0 1:2 1:2,9 
Endgeschwindigkeit . . . 3,7 7,5 — 1:20 
Pu — 3,8/4,0 
Maximalgeschwindigkeit . 15,0 36,2 1:2 1:24 
Endgeschwindigkeit . . . 5,0 11,2 “pe 1:2,2 
Pu — 4,6 
Maximalgeschwindigkeit . 15,0 35,0 1-2 1:23 
Endgeschwindigkeit . . 4.2 8,7 “3 1:21 
Pu = 5,6 
Maximalgeschwindigkeit . 17,5 33,7 1:2 1:1,9 
Endgeschwindigkeit . . . 6,0 10,2 aad 11,7 
Pu = 6,0/6,2 
Maximalgeschwindigkeit . 16,6 23,1 1:2 1:14 
Endgeschwindigkeit . . . 5,2 10,0 : 1:19 
PH =— 7.0 
Maximalgeschwindigkeit . 10,8 16,0 1:2 1:1,5 
Endgeschwindigkeit . . . 5,2 10,5 - 1: 2.0 
Pu = 7,4/7,6 
Maximalgeschwindigkeit . 13,7 16,9 1:2 1:12 
Endgeschwindigkeit . . . 4.5 8,2 : 1:18 
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Nahrstoffkonzentration C: N= 1:03 und C:N = 2:06, so laBt 
sich folgender Zusammenhang erkennen: 

Das Konzentrationsverhiltnis der Nahrstoffe in den verschiedenen 
Nahrsystemen betragt gemiB den Versuchsbedingungen 1:2.  Fiir 
die Systeme mit der py-Zahl 2,8 bzw. 3,0 besteht ein Verhiltnis der 
maximalen Wachstumsgeschwindigkeiten V,: V, = 1: 2,6, d. h. die 
maximale Wachstumsgeschwindigkeit des Systems von der Konzen- 
tration C: N = 2: 0,6 ist 2,6mal so groB als diejenige des Systems 
C:N= 1:03. Fir die Systeme mit der pg-Zahl von 3,2 bzw. 3.4 
ist Vg: V, = 1:2,9. Mit fallender H-Ionenkonzentration nimmt 
nunmehr V, im Verhialtnis V,: V, kontinuierlich ab und erreicht 
bei der py-Zahl 7,4 bzw. 7,6 den Wert von nur 1,2. 

Die pa-Zahlen von 3,4 bzw. 3,2 sind somit beziiglich des Verhilt- 
nisses der maximalen Wachstumsgeschwindigkeiten der beiden Nahr- 
systeme als optimal zu bezeichnen. 

Betrachten wir den EinfluB der Konzentration der Nahrstoffe 
auf die Endgeschwindigkeit der verschiedenen Systeme, so erkennen 
wir, daB fiir die Nahrstoffkonzentration C: N= 1:0,3 das Nahr- 
system mit der py-Zahl 5,6 die griBte Endgeschwindigkeit, und zwar 
6,0 aufweist. Fiir das Verhiltnis der Nahrstoffkonzentration C: N 
- 2: 0,6 zeigt das System von der pg-Zahl 4,0 die gréBte Endgeschwin- 
digkeit. 

Es 1l48t sich unschwer einsehen, da eine iibersichtliche und 
pragnante Vorstellung von den Zusammenhingen zwischen der H-lonen- 
konzentration, der Wachstumsgeschwindigkeit ynd der Nakrstoff- 
konzentration hier nur zu geben ist, wenn wir diese Beziehungen ‘ 
graphisch zur Darstellung bringen. Wir haben daher in der Abb. 1 
auf der Abszisse die py-Zahlen aufgetragen, wihrend auf der Ordinate 
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Abb. 1. 


die entsprechenden Geschwindigkeiten V,: V, fiir die beiden unter- 
suchten Nahrstoffkonzentrationen a und 6 der verschiedenen Systeme 
aufgezeichnet sind. Dadurch treten zwei Kurvenbilder auf, welche 
den Verlauf der maximalen und der Endgeschwindigkeit derartig 
veranschaulichen, daB sie das Vielfache der héheren Nahrstoffkonzen- 
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tration gegeniiber der niedrigeren zum Ausdruck bringen und auBerde 
das Mais der Beeinflussung erkennen lassen, welche die Erhéhung 
(Verdopplung) der Nahrstoffkonzentration auf den Verlauf der Wachs- 
tumsgeschwindigkeiten ausiibt. 

Die Beziehungen der Endgeschwindigkeiten zu der H-Ionen. 
konzentration bzw. der Konzentration der Nahrstoffe in den Nahr. 
systemen mit verschiedener H-lonenkonzentration ergeben sich aus 
der graphischen Darstellung. Es sind aus ihr zwei wesentliche Momente 
sofort ersichtlich. Einmal wird innerhalb der H-Ionenkonzentration 
Pu = 2.8 bis 4,8 das Verhaltnis der Endgeschwindigkeiten der beiden 
Nahrstoffkonzentrationen nie kleiner als das Verhaltnis der Konzen. 
tration der Nahrstoffe selbst. Das giinstigste Verhaltnis besteht bei 
der py-Zahl von 2,7 und betragt 1: 2,7. Bei py = 3.4 betragt es 1: 2.0 
entsprechend dem theoretischen Wert. Mit fallender H-lonenkonzen. 
tration wird der Quotient dieses Verhaltnisses gréBer und erreicht 
seinen héchsten und ungiinstigsten Wert mit 1:1,7 bei pa = 5. 
Bei noch geringerer H-Jonenkonzentration bis zu der py-Zahl von 7.\) 
nihert sich das Verhaltnis der Endgeschwindigkeiten wiederum dem 
Verhaltnis der Nahrstoffkonzentrationen von 1:2. In der alkalischen 
Cy-Phase ist ein héheres, also weniger giinstiges Verhiltnis nochmals 
vorhanden. 

Das Verhaltnis der maximalen Wachstumsgeschwindigkeiten fiir 
die untersuchten Nahrstoffkonzentrationen wird demnach weitgehend 
und verschiedenartig unter der Eimwirkung der H-lonenkonzentration 
beeinfluBt. Eine optimale Auswirkung der erhéhten C- und N-Quelle 
in bezug auf die Wachstumsgeschwindigkeiten laBt sich in der stark 
sauren Oy-Phase erkennen. Es ist die H-Ionenkonzentration von 
Pu = 3,2 baw. 3.4, welche die maximalen Wachstumsgeschwindigkeiten 
in einem Verhaltnis erhéht, das wesentlich giinstiger ist, als die Er- 
héhung der Nahrstoffkonzentration der Systeme dies erwarten liebe 
Mit abnehmender H-lonenkonzentration verandert sich das Verhaltnis 
der maximalen Wachstumsgeschwindigkeit in dem Sinne, daB das 
System mit héherer Nahrstoffkonzentration ungiinstigere Werte liefert. 
Bei der py-Zahl 7,4 bzw. 7,6 zeigt das System mit doppelter Nahrstoff 
konzentration eine maximale Wachstumsgeschwindigkeit, welche um 
nur ein Fiinftel héher ist als diejenige des Systems mit einfacher Nahr 
stoffkonzentration. 

Am 20. Tage wird fiir die beiden Nahrstoffkonzentrationen «as 
Verhaltnis der Wachstumsgeschwindigkeiten durch die H-Ionen. 
konzentration weniger stark beeinfluBt als im Verlaufe der gesteigertcn 
Wachstumsperiode. Im Zustand der Endgeschwindigkeit entspricht 
also, ausgenommen in der stark sauren Phase, das Verhaltnis der 
Wachstumsgeschwindigkeiten annihernd demjenigen der Nahrstoff- 
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konzentrationen. Mit anderen Worten: Die maximale Ausnutzung 
eines Systems mit erhéhter C- und N-Quelle erfolgt ausschlieBlich 
in der sauren Cy-Phase. Befindet sich das System in der alkalischen 
Phase, so sinkt der Grad der Ausnutzbarkeit immer weiter und nahert 
sich schlieBlich dem Wert, welcher fiir ein nur halb so nahrstoffreiches 
System erkannt worden ist. Fiir das nahrstoffirmere System ergibt 
sich umgekehrt eine relativ maximale Ausnutzung jenseits des Neutral. 
punktes. 

Beziiglich des Einflusses weiter verdnderter Ndhrsto{fkonzentration 
auf die untersuchten Wachstumsverhiltnisse des P. gl. erkennen wir 
folgendes : 

Die Verminderung der N-Quelle von 0,6 auf 03°, bewirkt im 
System mit der Nahrstoffkonzentration C: N = 2:03, bei einer 
pa-Zahl von 3,8 (Versuch 1), sowohl einen ungiinstigeren zeitlichen 
Verlauf als auch eine geringere UmsatzgriéBe (Gesamternte) als das 
..Vollsystem*. 

Die Verminderung der C-Quelle von 2 auf 1”,, ergibt im System 
mit der Nahrstoffkonzentration C: N = 1: 0,6 bei einer py-Zahl von 
4.2 (Versuch 2) einen zeitlichen Verlauf und eine UmsatzgriBe, wie 
solche praktisch fiir das entsprechende System C: N = 2:0,6 vor- 
liegen. 

Vergleichen wir endlich die Verhiltnisse im System C: N = 2:2 
(Versuch 3) mit den entsprechenden im System C: N = 2: 0,6, so 
kénnen wir im System mit héherer Konzentration der N-Quelle einen 
geringeren zeitlichen Verlauf und eine kleinere UmsatzgriBe bei ge- 
ringerer Endgeschwindigkeit feststellen, als im Nihrsystem mit ge- 
ringerer Konzentration der N-Quelle. 

Betrachten wir weiterhin die fiir die drei Systeme von veriinderter, 
verschiedener Konzentration der Nahrstoffe bestehenden Wehstums- 
geschwindigkeiten, so erkennen wir beziiglich der Bedeutung der 
Nahrstoffkonzentration folgende wesentliche Ergebnisse : 


Wachstumsgeschwindigkeiten. 








Alter der Kultur 1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch 


Tage 
0 -_ _ — 
4 22.5 8,7 16,2 
6 20,8 21,7 35,0 
8 15,0 15,6 30,6 
10 17,5 12.5 24.0 
12 12,5 9.6 19,6 
14 10,0 7,1 13,6 
16 8,4 5.0 11,8 
18 84 5.5 7,5 
20 8,7 3.7 6,5 
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Zur Erzielung der optimalen Leistung eines Systems miissen 
C- und N-Quelle in einem bestimmten Verhiltnis stehen. Die Ver 
minderung der Konzentration der N- Quelle beeinfluBt aber das System, 
weit weniger ungiinstig als die Verminderung der C- (Energie-) Quelle 
Die Erhéhung der Konzentration der N-Quelle allein bewirkt keine 
gréBere Leistung, und bei Erhéhung der C-Quelle allein auf das 
Doppelte erhéht sich die Leistung nur unbedeutend. | 

Im System C:N = 1:0,3, wo sowohl beziiglich des optima! 
zeitlichen Verlaufs als auch der UmsatzgréBe bei den verschiedenen 
H-lonenkonzentrationen stark ausgeglichene Werte auftreten, diirfte 
im Verhaltnis C: N die C-Quelle im Minimum liegen. Die angefiihrten 
Versuche 1 und 2 zeigen namlich, daB wohl durch Verminderung der 
C-, nicht aber der N-Konzentration eine erheblich geringere Leistung 
auftritt. Die Verminderung der Leistung bei verminderter Konzen- 
tration der C-Quelle entspricht der Konzentrationsverminderung. 

Beziiglich des Hinflusses von Katalysatoren auf die Wachstums.- 
verhiltnisse erkennen wir: 

a) Von einer katalytischen Beeinflussung der Wachstums. 
erscheinungen des Penicillium glaucum durch Eisen in ionogener Form 
kann nach den Ergebnissen in den Systemen mit einer H-lonenkonzen- 
tration von py = 5,6 und 7,6, bei einer Konzentration der Nahrstoffe 
C:N = 1:0,3, praktisch kaum gesprochen werden. Bei der Konzen- 
tration der Niahrstoffe C: N = 2: 0,6 sind geringe Unterschiede be 
ziiglich der Wachstumsverhaltnisse im eisenfreien gegeniiber dem 
eisenhaltigen System zu erkennen. Gemessen an den Normen der 
optimalen Ernten und der UmsatzgréBen iibersteigen aber die Diffe 


renzen der Versuchsergebnisse in den beiden Systemsarten 5°, nicht 

b) Von einer katalytischen Beeinflussung der Wachstums. 
erscheinungen des P. gl. durch Eisen in Form von Hamin kann dagegen 
nach den Ergebnissen im System mit einer H-lonenkonzentration 
pu == 5,8 bzw. 7,4 und bei einer Konzentration der Nahrstoffe 
C: N = 2: 0,6 zweifellos gesprochen werden. 

Es ist zu erkennen, da® die katalytische Wirkung des Eisens 
in Form von Hamin, in der sauren und alkalischen C,-Phase eine 
verschiedenartige ist. Der verschiedenartige zeitliche Verlauf des 
Pilzwachstums unter dem Einflu8 von Hamin graphisch dargestellt 
betrachtet, zeigt folgendes Verhalten: 

Der steilere Verlauf der Wachstumskurven des Haminsystems 
ist nur in der sauren Phase ein ausgeprigter. Wir treffen daher in 
beiden Phasen vom 16. Tage an eine deutliche und ungefahr gleich 
starke Steigerung der Ernten, welche ebenfalls fiir beide Systeme 
ungefaihr gleichzeitig einem raschen Abfall weicht. 
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Beziiglich der UmsatzgréBe erkennen wir in der sauren ('g-Phase 
fir das haminhaltige System eine Erhéhung um 17 °,,, in der alkalischen 
Phase dagegen betrigt eine solche 38°. 


Den Veranderungen der Wachstumsgeschwindigkeit unter dem 
Kinflu8 von Kérpern, welche als Katalysatoren wirken sollen, muB 
eine besondere Bedeutung zukommen. Fassen wir die katalytische 
Wirkung auf die Wachstumserscheinungen in einem Nihrsystem als 
Zuwachs oder Verminderung (Beschleunigung) der Wachstums. 
geschwindigkeit dieses Systems auf, so kénnen wir fiir unsere Verhiltnisse 
folgende Feststellungen machen: 


Wachstumsgeschwindigkeiten. 





Alter der Kultur eee: (2. ee See i 
Tage Versuch 1 Versuch 1’* | Versuch 2 Versuch 2’ 
0 ‘ = a al 
4 1,2 5,0 2.5 0 
6 8,3 7,5 9,2 6,7 
8 | 14,4 11,2 9,1 44 
10 17,0 14,0 8,0 6,5 
12 13,7 12,5 7.9 7,9 
14 13.6 11,7 9,3 7.9 
16 11,2 10,6 9,1 8,7 
18 13,9 78 10,3 7,5 
20 11,0 7,8 10,7 4,0 


* Die Zablen 1' und 2’ sind die aaminlosen Kontroliversuche. 


Wir denken uns die katalytische Wirkung in der. sauren und 
alkalischen Phase so veranschaulicht, daB wir auf der Abszisse die nach 
entsprechenden Zeiten vorhandenen Differenzwerte der Wachstums- 
geschwindigkeiten zwischen dem katalysatorhaltigen und dem Kontroll- 
system auftragen, wihrend auf der Ordinate die Zeit (Tage) sich vor- 
zustellen ist (siehe Abb. 2). 


Beziiglich der GriBe und des Verlaufs der katalytischen Wirkung 
in den beiden Cy-Phasen ergibt sich demnach: Im System mit der 
pa-Zahl 5.8 erreicht die katalytische Wirkung rasch (am vierten Tage) 
einen negativen Wert von — 3,8. Erst von diesem Zeitpunkt an libt 
sich eine positive Katalyse erkennen, indem diese am sechsten Tage 
den Wert von 0,8 erreicht. Eine weitere Steigerung tritt bis zum achten 
Tage ein. Unter relativ geringen Schwankungen ist am 16. Tage das 
positive Minimum von 0,6 vorhanden. Im Verlauf der niachsten 
Wachstumsperiode wird deren Maximum mit 6,1 am 18. Tage erreicht. 
Am 20. Tage ist der Differenzwert auf 3,2 gesunken. 


Im Nahrsystem mit der pq-Zahl von 7.4 treffen wir ansteigend 
am vierten Tage einen ,.katalytischen Wert von 2.5. Dieser erreicht 
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am achten Tage die Zahl von 4,7. Im Verlauf des zwolften Tages ist dic 
katalytische Wirkung stetig sinkend auf den Wert von Null angekomme 
Im weiteren Verlauf nimmt er unter kleinen Schwankungen wiederum 
stetig zu. um am 20. Tage seinen Maximalwert von 6.7 erreicht 7) 


haben. 
r 7 = ce Gee GE ee « ; — —— a | 


Tage 





Differenzwer* 


Abb. 2. 


Es wirkt sich also bei der H-lonenkonzentration pq = 5,8 und 7.4 
der Katalysator Hamin auf das Wachstum des P. gl. in den vorliegenden 
Nahrsystemen verschiedenartig aus. Wahrend die katalytische Wirkung 
im alkalischen System gleich zu Beginn eine positive ist und in der 
ersten Versuchsperiode nahe an das Maximum heranreicht, maclit 
sich im sauren System dieser Periode die katalytische Wirkung vorerst 
negativ geltend. In der folgenden, zeitlich mittleren Wachstumsperiode 
haben wir dann fiir die saure Phase durchweg héhere Werte bei einer 
gleichgerichteten katalytischen Wirkung. Auch gegen das Ende des 
Versuchs hin ist die katalytische Wirkung fiir beide Cy-Phasen eine 
rasch ansteigende, wobei allerdings der Verlauf in der sauren Phase ein 
steilerer ist und auch einen héheren Wert erreicht als in der alkalischen 
Phase. Dabei ist dieser aber am 20. Tage auf einen tieferen Wert ge 
sunken, als der der alkalischen Phase entsprechende. 

Ohne naher auf die Literatur eintreten zu wollen, miissen wir 
in diesem Zusammenhang kurz auf die Anschauungen von Borte/s 
iiber den Wirkungsbereich von Eisen und Zink als Katalysatoren 
eintreten. SBortels' vertritt die Anschauung, dab die Wirkung der 





1 Diese Zeitschr. 182, 301, 1927. 
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H-lonenkonzentration lediglich eine solche der gréBeren oder kleineren 
Menge der in Lésung gehenden Bestandteile der KulturgefiBe sei. 
Er méchte daher jede Beeinflussung der GriBe der Erntegewichte 
nicht auf die Verschiedenheit der H-lonenkonzentration, sondern aus- 
schlieBlich auf die katalytische Wirkung von Eisen und Zink zuriick- 
gefiihrt haben. Auf Grund der Ergebnisse unserer Untersuchungen 
ist dies wohl kaum richtig. Die Begriindung nimlich, wonach Bortels 
beobachtet hat, dab bei Gegenwart von viel Eisen Aspergillus nach 
6 Tagen gleich gutes Wachstum aufweist, ob die Anfangsreaktion 
seiner ungepufferten Nahrlésung alkalisch oder sauer sei, diirfte nach 
den Ergebnissen der durch unsere Untersuchungen nachgewiesenen 
sauren Veranderungen, welche eine ungepufferte alkalische Nahrlisung 
bereits am vierten Tage erfahrt. kaum mehr Geltung haben. 








Uber die Unveranderlichkeit 
des atherischen Oles beim Keimen der Anisfriichte. 


Von 
Nicolai N. lwanoff und W. F. Grigorjewa. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Instituts fiir angewandte 
Botanik zu Leningrad-Petersburg.) 


(Eingegangen am 6. September 1928.) 


Die Rolle der Reservestoffe der Pflanzenzelle — Eiweiistoffe 
Fette und Kohlehydrate — ist fiir uns im allgemeinen klar. Wir wissen, 
wie dieselben entstehen und in welcher Weise sie bei der Atmung und 
bei der Bildung neuer Zellen umgewandelt werden. Diese Stoffe sind 
allen Pflanzenorganismen und einzelnen Zellen gemeinsam. In viel 
geringerem Grade aufgeklart ist die Bedeutung einer Reihe von Pflanzen- 
stoffen, wie Alkaloide, aitherische Ole, Kautschuk usw., die nur bei 
einigen Pflanzen und nur in bestimmten Organen und Zellen vor- 
kommen. 

Die Menge dieser Stotfe kann bei ein und derselben Pflanze Schwan- 
kungen unterworfen sein, je nach dem Klima, dem Boden und anderen 
Bedingungen. In manchen Fallen, wie dies z. B. fiir die Alkaloide 
nachgewiesen ist, kann deren Menge bis auf Null sinken, anscheinend 
ohne irgendwelche Schadigung der Pflanze. Das wechselnde Auftreten 
der erwihnten Stoffe in der Pflanze, sowie die merkwiirdigen Schwan. 
kungen stellen fiir den Physiologen ein Ratsel dar. Der Experimentator 
ist daher gezwungen, das Auffinden ahnlicher Substanzen in gréferen 
oder kleineren Mengen in Zusammenhang zu bringen mit verschiedenen 
Lebensperioden der Pflanze, sowie mit der Umwandlung einiger Stoffe. 
wie z. B. von Eiweif oder Kohlehydraten. Bei diesen Gegeniiber- 
stellungen soll versucht werden, die Rolle der Alkaloide, der aitherischen 
Ole, des Kautschuks und anderer Stoffe im Leben der Pflanzenzelle 
aufzuklaren. 


Als interessanteste Momente fiir die Stoffumwandlungen in der Pflanze 
erscheinen die verschiedenen Stadien des Keimens und des Reifens der 
Samen. Hier kann der Physiologe am ehesten die Wichtigkeit dieses ode! 
jones Stoffes fiir die Pflanze ermitteln. 
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Die Bedeutung dieser ratselhaften Stoffe, wie Kautschuk und Alkaloide, 
wurde von physiologischer Seite aus durch Bestimmung des Gehalts dieser 
Substanzen in ruhenden Samen und in Keimlingen am Licht und im Dunkeln 
naher erforscht. 

Unlangst hat Vischer! die Frage nach der physiologischen Bedeutung 
des Kautschuks fiir die Pflanze aufgeworfen. Er lieB die Samen von Hevea 
brasiliensis keimen, wie es Bobilioff bereits im Jahre 1922 getan hatte, und 
fand, daB wahrend der Keimungszeit der in den Samen vorhandene Kaut- 
schuk nicht nur unverbraucht blieb, sondern sich sogar vermehrte. In 
50 Samen waren 0,812°%, Kautschuk enthalten und in 26- bis 50tagigen 
Keimlingen 1,01°%; wir miissen daher den Kautschuk als ein fiir den 
Stoffwechsel der Pflanze nicht notwendiges Exkret betrachten. Beziiglich 
der Alkaloide hat sich ebenfalls die Anschauung entwickelt, daB diese, 
wenn sie sich einmal! in der Zelle gebildet haben, keine wesentliche Funktion 
mehr im Leben der Pflanze erfiillen. Nach Untersuchungen von K. Mothes? 
wird das Nikotin in alten Tabakblittern, wenn auch nur wenig, zersetzt, 
aber diese Veranderung ist nicht mit einer physiologischen Umwandlung 
des Stickstoffs in der Pflanze verkniipft. ,,Das Nikotin kann also kein 
Reservestoff fiir den N-Umsatz sein.*‘ 

Zu denjenigen Stoffen, die fiir den Stoffwechsel nicht notwendig 
erscheinen und zu den Exkreten gehéren, werden auch die recht oft 


in den Pflanzen vorkommenden atherischen Ole gezablt. 


Wir wissen, da die griinen Pflanzen solche Elemente, wie Stick- 
stoff, Phosphor und Kalium, deren Zufiihrung mit Schwierigkeiten ver- 
bunden ist, sehr (konomisch verbrauchen. Hinsichtlich des Kohlenstoffs 
und seiner Verbindungen ist das Bild ein ganz anderes. Abgesehen 
davon, daB die Pflanze beim AtmungsprozeB in groBen Mengen Kohlen- 
siure ausscheidet, treten als Abfallprodukte komplizierte organische 
Verbindungen auf, wie die Cellulose beim Abwerfen der Blitter, beim 
Absterben der Wurzelhaare usw. Die griine Pflanze, die mit Leichtigkeit 
Kohlenstoff aus der Kohlensiure der Luft und Sonnenenergie erhilt. 
betreibt keine Okonomie in dem Verbrauch von kohlenstoffhaltigen 
Substanzen. 


Von diesem Standpunkt aus wird auch eine derartige, anscheinend 
unproduktive, Vergeudung verstindlich, wenn die Pflanze als Sekrete 
solche an Sauerstoff arme und an Kohlenstoff reiche (bis 80°.) Sub- 
stanzen hervorbringt wie itherische Ole, die dann aus der Pflanze 
entfernt werden. Die Ausscheidung solcher energiereichen Verbindungen 
wie die atherischen Ole kann nur mit der Bildung von Alkohol bei der 
Zuckergirung oder von Sauren und Wasserstoff bei verschiedenen 
Garungen verglichen werden. 

Was die Ausscheidung der atherischen Ole betrifft, so hielt man 
diese fiir Abfallsprodukte der Zelle, die beim AtmungsprozeB nicht 


1 Vischer, Schweiz. Apoth.-Ztg. Nr. 25, 1924. 
2? K. Mothes, Planta 5, 563, 1928. 
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mehr ausgenutzt werden kénnen. Natiirlich bedeutet das nicht, da\) 
irgend ein Bestandteil des atherischen Oles, wenn es sich einmal gebilde: 
hat, nicht mehr in der Zelle veraindert werden kann. Wir wissen, dal} 
Charabot und seine Mitarbeiter in den atherischen Olen ein Gemenge 
von chemischen Verbindungen, die genetisch untereinander verbunden 
sind, festgestellt haben. So wurde unter anderem ermittelt, daB im 
Pfefferminzé6l der Alkohol Menthol in das entsprechende Keton Menthon 
iibergeht; in anderen Fallen wurde gefunden, daB in den Blattern 
Alkohole und in den Bliiten, in denen die Oxydation starker vonstatten 
geht, die entsprechenden Ketone gebildet werden. 

Es ist noch hinzuzufiigen, da8 oftmals die zu den Bestandteilen de: 
itherischen Ole gehérenden Alkohole mit Séuren in Ester iibergehen 
Die Frage, ob die Umwandlung der atherischen Ole waihrend des Atmungs 
prozesses stattfindet, d.h. ob dieselben mitunter nicht nur als Abfall! 
produkte auftreten, sondern auch als energetisches Material dienen, wurde 
von Charabot und Hebert! dahingehend entschieden, daB bei der im Dunkel 
gehaltenen Pflanze eine Verminderung des atherischen Oles eintritt, das 
beim AtmungsprozeB verbraucht wird. Die Tatsache der Abnahme des 
Gehalts an atherischem 01 selbst ist aber noch kein Beweis dafiir, daB es 
als Energiequelle verwendet wird — das Ol kann einfach in so stabile Ver- 
bindungen tibergefiihrt werden, daB diese durch gewéhnliche Wasserdampt- 
destillation nicht zersetzt werden. 

Auf das Vorbandensein derartiger stabiler Verbindungen von 
atherischen Olen weisen die Versuche von W.J. Niloff und W. W. Will- 
jams* hin. Diese Forscher stellten im Laboratorium des Vikitschen 
Gartens in einer Reihe von Fallen fest, da8 das aus Pflanzen erhaltene 
Ol wihrend einer Woche und noch linger taglich 8 Stunden destilliert 
werden muBte, um die Operation bis zu Ende zu fiihren. Ferner wurde 
gefunden, daB bei einer Anzahl von Samen die Menge des atherischen 
Oles je nach dem Reifungsgrade sank; diese Verminderung des Oles 
haben wir an den Anisfriichten beobachtet, die in verschiedenen Stadien 
des Reifens geerntet waren. 

A.J. Ermakoff hat bei der Destillation des Oles aus Anisfriichten 


folgende Werte erhalten: 
Woroneschsche Sorte in Lenkoran, Ernte 1927: 


Reais Gs %, Slay at pose 2c eae 
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Dieselbe Sorte in Minsk: 
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1 E. Charabot und A. Hébert, Bull. Soc. Chim. 31, 405, 1904; 33, 580, 


1905. 
2 Persénliche Mitteilung. 
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Aus den angefiihrten Beispielen ergibt sich nur die Fahigkeit der 
atherischen Ole, in verschiedene, mit Wasserdampf nicht fliichtige Ver- 
bindungen tiberzugehen. Bisher besitzen wir kein Tatsachenmaterial, das 
man als ein Beispiel physiologischer Ausnutzung des Atherischen Oles 
ansehen kénnte. Der von Charabot erhobene Befund eines Ubergangs 
des atherischen Oles aus Verbena triphylla von den Blattern, in denen 
es gebildet wird, durch den Stengel in den bliihenden Teil der Pflanze 
und dessen Verbrauch daselbst, kann nicht durch eine Ausnutzung des 
Oles, sondern nur durch die Bindung in eine stabile Form erklart werden. 
Die Schwierigkeit, alle Umstande der Umwandlung des atherischen Oles 
wahrend der Lebenstatigkeit der Pflanze in Betracht zu ziehen, hatte zur 
Folge, daB auf diesem Gebiet sehr wenig Arbeiten existieren. Die Rolle 
des Lichtes bei der Bildung des atherischen Oles ist in den Arbeiten von 
Charabot' und Hébert (1. c.) erforscht worden, die gezeigt haben, daB die 
Pflanze im Dunkeln kein atherisches 01 bildet. Die Versuche von W. N. 
Ljubimenko und M. Novikoff* haben mit Bestimmtheit ergeben, daB volles 
Tageslicht die Anhaiufung von atherischen Olen bei Basilica hemmt; eine 
Anhaufung erfolgt am besten bei einer bestimmten, verhaltnismaBig starken 
Beschattung. 

Wenn auch die Frage nach der physiologischen Bedeutung des atheri- 
schen Oles fiir die Pflanze selbst bisher noch ungeniigend erklart ist, 
so fehlt es in der Literatur nicht an Bestrebungen, fiir das atherische Ol 
eine biologische und dékologische Rolle festzustellen. In diesen Fallen 
wird stets die 7'yndalische Hypothese® iiber den schiitzenden Einflu8 des 
itherischen Oles gegeniiber dem Erkalten der Pflanze durch Wirmeaus- 
strahlung herangezogen. Dizon‘ nimmt an, daB das atherische Ol die 
Transpiration der Pflanze zuriickhalt. Noch haufiger finden sich Hinweise 
auf die schiitzende Rolle des atherischen Oles gegeniiber pflanzenfressenden 
Tieren® und gegen Pflanzenparasiten °. 

Uberhaupt erweiseu sich die atherischen Ole als starke Gifte fiir Pflanzen- 
zellen?; von Interesse ist, daB das Protoplasma der héheren Pflanze weniger 
empfindlich fiir das von ihr selbst produzierte atherische Ol ist*. Hier sei 
noch daran erinnert, daB zu den Bestandteilen des atherischen Oles von 
Thymian (Thymus serpillum) das Thymol, eines der stirksten Gifte fiir 
das Protoplasma, gehért; geringe Dosen von Thymol geniigen zur Ver- 
nichtung von in Fliissigkeit befindlichen Mikroorganismen. 


In unserem Laboratorium ist eine Reihe von Untersuchungen 
beziiglich der Quantitiét und Qualitit der atherischen Ole bei einer 
Anzahl von Pflanzenkulturen durchgefiihrt worden. Im einzelnen 
untersuchten wir, wie schon oben erwahnt, den EinfluB auBerer Faktoren 


1 Charabot, C. r. 144, 152, 1907; Bull. Soe. Chim. 4, 1032, 1907. 

* W. Ljubimenko und M. Novikoff, Abhandl. iiber angew. Bot. 4, 
697, 1914 (russisch). 

* Tyndall, Die Wairme 1867, 8. 408. 

* Dixon, Bot. Zeitschr. 76, 137, 1898. 

5 Preyer, Flora 108, 441, 1911; obgleich es auch entgegengesetzte 
Angaben gibt. 

* O. Gertz, Jahrb. f. wiss. Bot. 56, 1923. 

? Bokorny, Pfliigers Arch. 72, 555, 1899. 

8 Heller, Flora 1904, S. 1. 
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und der Zeit der Samenlese auf die Entwicklung der letzteren und auf 
die Zusammensetzung des Oles. Indem wir die Verinderung des ()| 
gehalts in den Anisfriichten bei deren Reifung betrachteten, beschlossen 
wir, die Rolle des atherischen Oles beim Aufkeimen des Anis zu er. 
mitteln. Hier kénnte unseres Erachtens am besten deren Rolle zum 
Vorschein kommen, da wihrend des Keimens der Samen gewohnlich 
alle zum Leben der Pflanze nétigen Stoffe mobilisiert werden. Wir 
erhielten reine Sorten von Anis als Material aus der atherischen (|. 
abteilung des Instituts fiir angewandte Botanik und fiihrten eine Reile 
von Versuchen iiber das Aufkeimen von Anis sowie Beobachtungen iiber 
quantitative und qualitative Veranderungen im atherischen Ole durch. 

Die Methodik unserer Arbeit bestand in folgendem: Die von fremd- 
artigen Beimengungen durch Sieben befreiten Anisfriichte wurden zur 
Destillation des atherischen Oles ausgewahlt. Zu diesem Zwecke wurden 
Portionen zu 200 g genommen; die gleiche Menge Anis! wurde in Wasser 
geweicht und in diinner Schicht auf feuchtem, dickem Filtrierpapier 
auf dem Boden einer Kiste, die mit einem Deckel versehen war, aus- 
gebreitet. In der Kiste fand im Dunkeln das Keimen des Anis statt. 
durch BegieBen wurde fiir die nétige Feuchtigkeit gesorgt. 

Nach 14- bis 20tagigem Keimen wurden die Aniskeimlinge 
quantitativ in den Destillationsapparat gebracht, wobei auch das 
Papier, auf welchem die Keimung stattfand, hinzugefiigt wurde. Die 
Destillation des Oles dauerte 2 Tage; das Ol wurde unter Innehaltung 
aller VorsichtsmafBregeln quantitativ in einer Biirette gesammelt. 
Hierauf wurde das Volumen bestimmt, sodann wurde das Ol iiber 
gegliihtem, wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und durch ein 
trockenes Filter filtriert. Im getrockneten Ole wurden dessen Kon- 
stanten bestimmt. 

In einzelnen Portionen der Anisfriichte wurde der Wassergehalt 
bestimmt, um eine Umrechnung des Olgehalts auf das Trockengewicht 
zu erméglichen. Die Keimungsversuche wurden mit mehreren Anis. 
sorten angestellt, die sich durch einen verschiedenen Gehalt an atheri. 
schen Olen unterschieden. 

Das Keimen fand bei Zimmertemperatur von 15 bis 18°C statt 
Die Friichte keimten gut und lieferten gesunde Keimlinge. Nur in 
einigen Fillen, die weiter unten beschrieben werden, erhielten wir 
Keimlinge, die teilweise mit Schimmelpilzen bedeckt waren. 

Der Olgehalt wurde fiir 200g lufttrockenes Anis bestimmt und 
mit der Olmenge verglichen, die aus den Keimlingen von denselben 


1 Um den Vergleich des Anis mit den Keimlingen zu ermdglichen, 
wurden die Anisfriichte in gleicher Weise in Wasser geweicht, sowohl «lv 
Kontrolle, die sofort zur Destillation verwendet wurde, als auch die zum 
Keimen bestimmten Samen. 
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200 g des ausgesiten Materials erhalten war. Die endgiiltige Berechnung 
des Oles wurde in Prozenten auf absolutes Trockengewicht ausgefiihrt ; 
zu diesem Zwecke wurde der Gehalt an hygroskopischem Wasser 
bestimmt, der in den Anisfriichten zwischen 7,6 und 10°, schwankte. 


Tabelle 1. 


Vergleichender Gehalt an atherischem ©] in Anisfriichten und -keimlingen. 
Das Keimen fand im Dunkeln auf Filtrierpapier im Verlauf von 12 bis 
20 Tagen statt. 








> 3 & : Ausbeute atherischen Ols ; Ste On 
Sorte der Anisfriichte 26 £35 Zé: sé geo fo 
. . - Pea . < Cae == 
und -keimlinge 43e BS mem| & . <2 235 25 =55 
g |Cga cee cfs 208 | ESE 
2 "a5 ae) 32 | S°* | Ss 
Mongolisches Anis Nr.40 
Friichte. . . . 0 200 40 | 396 198 218 0,988 | 1.5557 
Keimlinge. ... .. 16 200) 42 | 415 2,08 229 0993 1,5554 
a te A 19 200 41 4.06 2.03 224 0,995 1.5540 
Woroneschsches Anis 
ENE) ha! ee Teun 0 200 36 356 1,78 1,95 0,990 1.5525 
Keimlinge. . . . . ./ 12 | 2009136 | 356 1,78) 1,95 | 0,992 | 1.5544 
‘ i ae i ai sl 13 200 34 3.36 1,68 1.85 0,996 - 
Woroneschsches Anis DI 
Dememes. . . ws 0 200 | 419 | 4,14 \\,,- mee 
i Spare Vig l 0 209 4.0 3.96 | 2.05 2, 22 0.982 1.5562 
Keimlinge. . . ... 20 200 41 4,05 202 218' 0,994 1.5539 


Aus den angefiihrten Keimversuchen mit drei Anissorten folgt 
klar, daB die Menge des atherischen Oles in den Anisfriichten und deren 
Keimlingen keine merklichen Veranderungen erleidet. Zieht man in 
Betracht, daB beim Abdestillieren des atherischen Oles Schwankungen 
nach dieser und jener Seite bis zu 0,1 com gewoéhnlich sind, so ergibt 
sich, daB sich die Menge des atherischen Oles beim Keimen nicht ver- 
andert. 

Summiert man die Daten der Tabelle, so erhilt man im Mittel: 

. Mongolische Sorte N 40: 
“ep Taree . 2.18%, Ol auf Trockengewicht 
16- bis 19tigige Keimlinge . 2,26% 


2. Woroneschsche Sorte: 


Friichte . .. . . 1,95°%, Ol auf Trockengewicht 
12- bis 13tagige Keinlings = » oe - 

3. Woroneschsche Sorte DI: 
Friichte ....... . . . 2,22% Ol auf Trockengewicht 
20 tagige Keimlinge pe ee RIB aa! “ 


19° 
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Ging das Keimen normal vonstatten, so erzielten wir stets gut: 
Resultate; einige Versuche fielen jedoch nicht ganz giinstig aus. Ein Tei 
des ausgesiten Materials bedeckte sich mit Schimmel infolge reichliche: 
BegieBens und ergab keine normal gewachsenen Keimlinge. Aber auch in 
solchen Fallen wurde das atherische Ol vom gekeimten Material destillier: 
und dabei ein niedrigerer Gehalt an Ol aufgefunden. So ergab in einem 
Falle die Mongolische Sorte N 40 statt 2,18°, Ol in den Friichten nur 
1,78% Ol in 14tagigen, teilweise mit Schimmel bedeckten Keimlingen. In 
einem anderen Falle (Woroneschsche Sorte) lieferten ebensolche 13tagige 
Keimlinge 1,84° Ol statt 1,95°% in den Friichten. Es ist klar, daB hie: 
ein Verbrauch von atherischem ©! durch den Schimmelpilz stattfindet, 
diese Frage wird von uns weiter untersucht. 

Hier ist noch zu bemerken, da8 derartige Keimversuche und Beob 
achtungen tiber das weitere Schicksal des atherischen Oles auch mit Dil! 
friichten angestellt wurden, aber wegen der schlechten Entwicklung wurde 
hierbei eine merkliche Bildung von Schimmel beobachtet und im Zusammen- 
hang damit eine bedeutende Verminderung des ausgesiten Materials. In 
einem Falle wurde aus den Dillfriichten, berechnet auf absolutes Trocken 
gewicht, 3,40°, atherisches Ol abdestilliert, in 27 tagigen, teilweise 
nicht gewachsenen, teilweise verschimmelten Keimlingen fanden sich nur 
2,18°%. Dieser Fall eines Verbrauchs von atherischem ©] aus Dill durch 
Schimmelpilze verdient eine ebenso ausfiihrliche Untersuchung wie im 
Beispiel mit Anis. 

Kehren wir nun zur Untersuchung des Aniséles zuriick. Wir haben 
festgestellt, daB dasselbe beim Keimen quantitativ unverandert bleibt : 
weiterhin muBte auch die Qualitat des Oles in Betracht gezogen werden 
Das iitherische Anisé] besteht in der Hauptsache aus Anethol (bis 90°). 
dem Anisaldehyd und Anisketon und etwas Terpene, Essigaldehyd 
und Schwefelwasserstoff beigemengt sind. Die Dichte (spezifisches 
Gewicht) d,. = 0,980 bis 0,990. Die Drehung der Polarisations- 
ebene im 100-mm-Rohr bis 1°50’. Der Refraktionskoeffizient bei 
20° C 1,557 bis 1,559. Schmelzpunkt 15 bis 20°C. Die polarimetrische 
Bestimmung des Oles ergibt im gegebenen Falle wenig infolge der 
schwachen Drehung, aber alle iibrigen Konstanten sind von uns be- 
stimmt worden. In der oben angefiihrten Tabelle geben wir die Be- 
stimmungen der Dichte des Oles, sowie der Friichte und der Keimlinge 
wieder. Die Schwankungen dieser Zahlen sind ganz unbedeutend, von 
0,982 bis 0,996, was mit den oben angefiihrten Literaturdaten iiber- 
einstimmt. Der Refraktionskoeffizient des Oles sowohl von den Friichte: 
als auch von den Keimlingen erwies sich gleich, 1,5525 bis 1,552 
was ebenso mit den oben erwahnten Angaben iibereinstimmt. Charakte 
ristisch fiir das Anisél erscheint der Schmelzpunkt, von 15 bis 20° C 
wir zogen es aber vor, den Starrpunkt des Oles im Beckmannschen 
Apparat zu bestimmen. Indem wir die Temperatur des Oles durch 
Eiskiihlung bis auf + 8°C erniedrigten, versetzten wir mit einem 
Kristall Anisél und riihrten schnell das iiberkihlte Ol: in diesem Falle 
erstarrte das Ol unter Ausscheidung von Warme; die héchste Grenze 
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des Emporsteigens des Quecksilberfadens im Thermometer wurde 
als Starrpunkt angenommen. In dieser Weise hat J. L. Walter’ den 
Starrpunkt einer Reihe russischer Aniséle von 1897 und 1898 bestimmt 
und gefunden, da8 dieser Punkt zwischen 6 und 21,5°C schwanken 
kann, je nach der Herkunft des Oles. 

Wir erzielten fiir unsere erste Probe (Anis Mongolisch N 40) den 


Starrpunkt : 
Oi won Prices... .........2PC 
PEE 5 5 we se 6 eee 2 ew 
In einem anderen Falle — Woroneschsche Sorte — resultierte ein 
QO] mit dem Starrpunkt: 
von Friichten Peery Peer 
OUD So ar ace ole A ete we hae 


Eine derartige Ubereinstimmung fiir 0! aus Friichten und aus Keim- 
lingen spricht deutlich fiir dessen Identitaét. Um uns endgiiltig davon zu 
iiberzeugen, daB die Qualitat des Oles beim Keimen sich nicht Andert, 
bestimmten wir durch Elementaranalyse den Kohlenstoff- und Wasserstoff- 
gehalt im atherischen Ol sowohl der Friichte als auch der Keimlinge. Die 
wissenschaftliche Mitarbeiterin unseres Laboratoriums, M. J. Lischkewitsch, 
fiihrte diese Analysen aus. 

Es wurden gefunden fiir das 0! 


l. aus Friichten, im Mittel 
8,31% H, 79,71% C, 
2. aus Keimlingen im Mittel 


' 8.25% H,  79,74% C. 
In Summa wurde erzielt: 
im Ol aus Friichten ........ . 831% H, 79,71% C 
o co vs m@umlbgm ....... -. O25% HH, OH C 


Danach besteht kein Zweifel an der Identitat der Ole aus Friichten 
und Keimlingen. 

Hieraus folgt also, daf beim Keimen des Anis im Dunkeln selbst 
nach 20 Tagen keine Verinderung des itherischen Oles, weder eine 
qualitative, noch eine quantitative, beobachtet wird. Aber welche 
Stoffe werden dann beim Keimen verbraucht? Zur Lisung dieser 
Frage stellten wir noch einen Versuch an. 


Ein Versuch zur Bestimmung der Abnahme der Trockensubstanz beim Keimen 
des Anis. 

Es wurden 30g lufttrockene Anisfriichte im Dunkeln in einer 

Kiste auf feuchtem Papier binnen 21 Tagen dem Keimen iiberlassen. 

Danach wurden die Keimlinge erst im Thermostaten bei 25 bis 30° C, 


1 J. L. Walter, Zur Frage nach der Untersuchung und der Bestimmung 
der Giite der atherischen Ole. St. Petersburg 1900 (russisch). 
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dann bis zu konstantem Gewicht im Vakuum bei 65 bis 70° C im Kohlen 
siurestrom getrocknet. 

Das Ausgangsmaterial besa} auf 30 g lufttrockenes Anis 27,714 ¢ 
konstantes Gewicht (in Anbetracht eines Gehalts von 7,62 °,, Wasser 
im Aussaatsmaterial.) 

Im Saatmaterial des Anis waren also 27,714¢ Trockensubstanz ent 
halten, und in den 2ltégigen Keimlingen wurde nach dem Trocknen 
20,4148 g erzielt; folglich waren 26,34°, Trockensubstanz als energetisches 
Material im Verlauf von 21 Keimtagen verbraucht worden, aber wahren:! 
dieser Zeit hatte sich das atherische Ol gar nicht verdndert. 

Einer der Hauptreservestoffe der Anisfriichte stellt ein fettes Ol dar, 
dessen Menge, auf Trockensubstanz berechnet, in unserem Anis bis zu 23,50 ° 
betrug; folglich waren in der Anfangssubstanz des Anis 27,714 bis 6,51 ¢ 
fettes Ol enthalten, aber in den Keimlingen 3,80 g fettes Ol zuriickgeblieben. 
(In 20,4148 g Keimlingen waren 18,6%% fettes Ol enthalten.) 


Hieraus ist deutlich zu ersehen, daB 2,71 g Fett beim Keimen 
verbraucht waren. AuBerdem war auch Eiweibstoff, dessen Menge 
im Anis 17 bis 19°, betrigt, und selbstverstandlich Zucker, der in 
geringem Prozentsatz in Anisfriichten enthalten ist, verbraucht worden 

Zur Aufklirung der Stoffe, welche zu allererst beim Atmen des 
keimenden Anis verbraucht werden, wurde ein Orientierungsversuch 
vom Mitarbeiter 4. J. Ermakoff angestellt. 


Versuch zur gestimmung des Atmungskoeffizienten beim Keimen des Anis. 


Den besten Hinweis auf die Substanz, auf deren Kosten die Ent- 
wicklung der Energie beim Keimen stattfindet, gibt die Bestimmung 
des Atmungskoeffizienten, d.h. das Verhiltnis der ausgeschiedenen 
Kohlensaure zum absorbierten Sauerstoff. Die Atmung auf Kosten 
der Kohlehydrate ergibt den Koeffizienten gleich 1, d.h. auf 1 Mol 
ausgeschiedener Kohlensiure wird 1 Mol. Sauerstoff absorbiert; dient 
aber als Atmungsmaterial das fette, itberhaupt an Sauerstoff arme 0! 
so ist der Atmungskoeffizient, in Anbetracht der gréBeren Sauerstoff- 
absorption, viel niedriger als 1; derselbe kann betragen 0,7 bis ©.) 
und 0,5. 

Die Anisfriichte wurden 1!, Tage lang in Wasser geweicht und 
dann wihrend 4 Tagen auf feuchtem Papier keimen gelassen. Daraut 
wurden fiinf Keimlinge auf Glaswolle in ein mit Quecksilber ab 
geschlossenes Eudiometer gebracht und im Dunkeln erst 24 Stunden 
dann 48 Stunden und zuletzt nochmals 24 Stunden stehengelassen 
Nach Ablauf jedes dieser Zeitriume wurde mit der Pipette eine Gas 
probe entnommen und das Gas im Apparat von Polowzoff Richter’ 





1 S. Kostytschew, Die Pilanzenatmung 1924. 
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analysiert. Alsdann wurde das Eudiometer von neuem mit Luft gefiillt, 
wieder auf Atmung gestellt, dann wieder eine Gasprobe entnommen usw. 


Atmungskoeffizient von viertagigen Aniskeimlingen. 





Atmungskoeffizient 


Nr. Dauer des Versuchs CO 

der Proben in Stunden im 
on 

1 24 0,95 

2 noch 48 071 

3 > ae 0,64 

4 ae 0,63 


Sowohl in diesem wie auch in anderen wiederholten Versuchen 
betrug tiberall in den ersten Tagen der Atmungskoeffizient nahezu 1, 
d.h. daB die Aniskeimlinge anfangs auf Kosten derjenigen Mengen 
Zucker atmen, die dort vorhanden sind. Erst spiter sinkt der Atmungs- 
koeffizient auf 0,71 und 0,63; diese Abnahme zeigt, daB die Anis- 
keimlinge dann zum Atmen auf Kosten des Fettes iibergehen. Aber 
eine an Sauerstoff derart arme Substanz wie das atherische Anisél, 
das nur 12,0 °, Sauerstoff enthalt, nimmt keinen Anteil an der Energie- 
aufspeicherung. Diese Tatsache wird gegenwiartig weiter eingehend 
untersucht. Hier wird nochmals die Nichtausnutzung des atherischen 
Oles fiir energetische Prozesse beim Keimen bestitigt. Nimmt man 
die Hypothese von der Bindung des itherischen Oles in Samen und 
Friichten nach dem jeweiligen Grade des Reifens an, so kénnte jan 
beim Keimen ein ,,Losbinden“ dieser Verbindung erwarten. Aber 
unsere Versuche haben weder ein solches verborgenes atherisches Ol, 
noch einen Verbrauch desselben beim Atmungsproze® entdeckt. 


SchluBfolgerungen. 


Indem wir unsere ersten Versuche abschlieBen, miissen wir die 
volistandige Nichtausnutzung des atherischen Oles wihrend 12- bis 
20tagigen Keimens der Anisfriichte im Dunkeln feststellen. Sowohl 
in quantitativer als auch in qualitativer Hinsicht bleibt das atherische 
Ol unverandert. Bisher kinnen wir fiir die Anwesenheit des atherischen 
Oles in der Pflanze keine physiologische Erklirung finden und miissen 
dasselbe zu den Abfallstoffen der Pflanzenzelle zihlen, ahnlich wie 
Kautschuk und Alkaloide, die, wenn sie sich einmal gebildet haben. 
in keinerlei Weise durch den Organismus mehr ausgenutzt werden 
konnen. 








Der Kohlehydratstoffwechsel 
der weiBen Maus mit und ohne Insulin. IV. 


Von 
FE. J. Lesser | und R. Ammon. 
(Aus dem Laboratorium der Staédtischen Krankenanstalten in Mannheim.) 


(Eingegangen am 29. Juni 1928.) 


Die hier mitgeteilten Versuche wurden auf Veranlassung von 
Herrn Dr. Z. J. Lesser als Fortsetzung seiner friiheren Untersuchungen 
tiber Insulin von mir in den Monaten Mai bis August 1927 ausgefiihrt 
Es war beabsichtigt, die erhaltenen Resultate genau ein Jahr spiter 
wegen der Saisoniinderungen im Kohlehydratstoffwechsel — durch Re. 
spirationsversuche zu erginzen. Nach Dr. Lessers Tode ist es mir leider 
aus éuBeren Griinden nicht mehr méglich, diese weitere Arbeit aus- 
zufiihren. Ich méchte an dieser Stelle meinem verstorbenen Lehrer fiir 
seine Mithilfe meinen besten Dank aussprechen und diese Untersuchung. 
die nur einen kleinen Baustein in seinen weitreichenden Planen dar- 
stellte, veriffentlichen, mit dem Bestreben, die Ergebnisse soweit 
wie moéglich in seinem Sinne auszulegen!. 

In den fritheren Arbeiten von Z£. Bissinger, E.J. Lesser und 
K. Zipf*, E. J. Lesser* und E. Bissinger und E. J. Lesser* ist die Methode 
der chemischen Bestimmung von Traubenzucker und Glykogen im 
ganzen Miausekérper beschrieben worden. Gleichzeitig wurde auch 
die Vorbehandlung der Tiere, ihre Auswahl und die Injektionsmethode 
ausfihrlich mitgeteilt. Es eriibrigt sich daher, darauf naher einzugehen 
Wie friher, wurden nur minnliche weiBe Mause verwandt, die vorher 
in Einzelhaft reichlich mit Kohlehydraten ernihrt worden waren. 
und die vor Versuchsbeginn 18 Stunden gehungert hatten. 


1 Herrn Dr. Carl F. Cori, Buffalo, bin ich fiir die Durchsicht des 
Manuskripts zu Dank verpflichtet. 

® Klin. Wochenschr. 1923, 2. Jahrg., Nr. 49, 8S. 2233. 

3 Diese Zeitschr. 158, 39, 1924. 

4 Ebendaselbst 168, 398, 1926; man siehe auch: Verhandl. d. Deutsch. 
Pharm. Ges., Wiirzburg 1927: E. J. Lesser, Der Wirkungsmechanismus des 
Insulins. 
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Zu einer bestimmten Zeit, wie spiter auseinandergesetzt wird, 
wurden je zwei Tiere in Kohlensdureschnee eingefroren, zerkleinert 
und unter 95°,igem Alkohol von etwa — 20° zerrieben. Am folgenden 
Tage wurde die alkoholische Masse zentrifugiert und der Riickstand 
auf Glykogen verarbeitet. Das Zentrifugat wurde in halbkugeligen Glas- 
schalen auf dem Wasserbade vorsichtig eingeengt, bis es frei von Alkohol 
war, und mit Quecksilberacetatlisung versetzt. Das Zentrifugat hiervon 
wurde am Tage darauf mit Schwefelwasserstoff entquecksilbert und 
mit Phosphorwolframsaiurelésung behandelt, wobei ein weiber fein- 
kérniger Niederschlag entstand. In einem aliquoten Teile des Filtrats 
wurde der Zuckergehalt nach Bertrand ermittelt. In einem anderen 
Teile des Filtrats wurde die iiberschiissige Phosphorwolfram- und 
Schwefelsiure nach J. K. Parnas' entfernt und darin die Glucose, 
bzw. reduzierende Substanz, nach der Methode von v. Issekutz und 
v. Both? — einer Makromodifikation der Methode nach Hagedorn und 
Jensen — bestimmt. Wahrend beide Methoden an reinen Zucker- 
lésungen die gleichen Werte ergaben, lieferte in den Filtraten die letzte 
Methode stets héhere Werte, wie nach Vergleich aus Tabelle I und II 
zu ersehen ist. Dies anderte jedoch nichts an den Resultaten, da der 
nach den beiden Methoden berechnete Zuckerschwund sehr gut tiber- 
einstimmt (s. Tabelle II). Jeder Versuch erforderte bis zur vélligen 
Aufarbeitung eine ganze Woche. 

Zu jedem Versuch dienten sechs Hungertiere zu je drei Paaren. 
Nach Feststellung des Gewichts wurden allen sechs Tieren 45 bis 50 mg 
Glucose in 1 ccm Fliissigkeit mit geeichter Spritze unter genauer Be- 
achtung der Zeit intraperitoneal injiziert. Die Injektionsstelle wurde 
mit Kollodium bestrichen, wie es in den friiheren Mitteilungen be- 
schrieben wurde. Um die injizierte Zuckermenge genau zu ermitteln, 
wurde eine Zuckerbestimmung an der fiir die Injektion verwandten 
Glucoselésung ausgefiihrt. Nach 3 Stunden wurde das erste Paar, 
G, Grundtiere genannt, eingefroren und verarbeitet. Das zweite Paar. 
Z, Zuckertiere genannt, erhielt nach 3 Stunden dieselbe Zuckermenge 
erneut injiziert und wurde nach einer weiteren Stunde eingefroren. 
Das dritte Paar, J, Insulintiere genannt, bekam nach 3 Stunden ebenfalls 
eine zweite Zuckergabe von also etwa 50 mg, aber gleichzeitig wurden 
dabei 0,45 Insulineinheiten pro 100 g Tier injiziert®. Tétung und Ver- 

1 Diese Zeitschr. 116, 75, 1921. 

2 Ebendaselbst 188, 298, 1927. 

% Die in friiheren Versuchen angewandte Insulindosis von 0,09 Ein- 
heiten pro 100 g Tier erwies sich in Vorversuchen als zu schwach, um eine 
deutliche Insulinwirkung hervorzurufen. Die in diesen Versuchen ver- 
wandte fiinffache Dosis (Insulin Brand) hatte eine, wie ersichtlich, starke 
Wirkung auf den Kohlehydratstoffwechsel, ohne jedoch hypoglykamische 
Symptome zu erzeugen. 
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arbeitung erfolgten hier gleichfalls eine Stunde nach der zweiten In- 
jektion. Acht Versuche dieser Art, bestehend aus je drei Mausepaaren, 
sind in Tabelle I mitgeteilt, wobei alle Kohlehydratwerte in Milligramm 
auf ein Tier von 100 g umgerechnet wurden. 

Die eben angegebene Versuchsanordnung weicht von der friiheren 
in zwei Punkten ab. Erstens wird Insulin nach einer dreistiindigen 
Periode der Kohlehydratverwertung injiziert, wahrend in den friiheren 
Versuchen Insulin gleichzeitig mit der ersten Zuckergabe gegeben 
wurde. Zweitens ist der Glykogengehalt zur Zeit der Injektion hoéher, 
da laut der ersten Mitteilung in 3 Stunden der gesamte injizierte Trauben- 
zucker verschwindet, wobei die eine Hialfte oxydiert, die andere in 
Glykogen umgewandelt worden ist. Es ist auf diese Weise erreicht, 
daB es durch die zwar maBige Insulindosis infolge der Zuckergabe 
nicht zu einer Hypoglykaimie kommt, und daf die Ausschlige der 
Insulinwirkung durch die sehr erhéhten Werte fiir den Gesamttrauben- 
zucker und fiir das Gesamtglykogen vergréBert sind. Die Grundtiere 
in Tabelle I geben an, wieviel Glykogen und Zucker zur Zeit der zweiten 
Zuckergabe, bzw. Zucker-Insulininjektion, gegenwirtig waren. Es 
wurden im Mittel 172 mg Glykogen und 59 mg Zucker gefunden. Dem- 
gegeniiber findet man eine Stunde nach der zweiten Zuckergabe fiir 
die Zuckertiere 205 mg Glykogen und 140mg Zucker. Es wurden 
daher in einer Stunde 13,7 °, des injizierten Zuckers in Glykogen ver- 
wandelt und 33,6°,, als Zucker in den Geweben wiedergefunden; der 
Rest muB als verbraucht angesehen werden. Ganz anders sind die 
Resultate, wenn mit der zweiten Zuckergabe gleichzeitig Insulin in- 
jiziert wird. Man findet im Mittel 148 mg Glykogen, ein Wert, der 
unter dem der Grundtiere liegt. Es wurde daher durch Insulin Glykogen 
zum Abbau gebracht, wihrend ohne Insulin Glykogen synthetisiert 
wird. Gleichzeitig ist in den Insulintieren fast der gesamte injizierte 
Traubenzucker verschwunden, da sich ein Gewebszuckerwert von 
88 mg findet, wahrend die Grundtiere 59 mg aufweisen. Insulin hat 
in diesen Versuchen eine starke Beschleunigung der Kohlehydrat. 
verwertung hervorgerufen, und zwar ganz auf Grund einer Oxydations- 
steigerung, da Glykogen nicht aufgebaut, sondern sogar abgebaut wurde 
Es sind 84°, des injizierten Zuckers verbrannt worden, dazu kommen 
noch 24mg Glykogen, so daB Respirationsstoffwechselversuche eine 
rund doppelt so groBbe Kohlehydratverbrennung wie in den Zucker- 
tieren ohne Insulin zeigen sollten. In den letzten vier Spalten von 
Tabelle I ist der Zucker bzw. Gesamtkohlehydratschwund berechnet 
worden. Bei den Zuckertieren ist wegen des Glykogenaufbaues der 
Zuckerschwund gréBer als der der Gesamtkohlehydrate. Bei den Insulin- 
tieren ist der Zuckerschwund um 32°,, héher als bei den Zuckertieren, 
dann aber auch, da Glykogen unter der Insulinwirkung verschwindet, 
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der Gesamtkobhlehydratschwund gréBer als der Zuckerschwund. Ver. 
gleicht man den Gesamtkohlehydratschwund von J und Z, so findet 
man, daf} nahezu doppelt so viel Kohlehydrat nach der Insulininjektion 
verschwindet. 

Eine Beschleunigung der Glykogenbildung wurde von Bissinger 
und Lesser nur innerhalb der ersten 15 Minuten der Insulinwirkung 
beobachtet. Diese Beschleunigung mag auch in den gegenwartigen 
Versuchen stattgefunden haben. In den spiteren Stadien der Insulin. 
wirkung iiberwiegt jedoch die Beschleunigung der Kohlehydrat- 
verbrennung, so daB schlieBlich sogar ein Teil des neugebildeten 
Glykogens angegriffen wird. Die Versuche bestitigen die friiher von 
Lesser gefundene Tatsache, daB Insulin die Kohlehydratverwertung 
steigert, und zwar besteht diese, je nach der Stoffwechsellage des Tieres, 
bald in einer Glykogenbildung und auch Oxydation, bald aber auch 
in einer Oxydation allein. 
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Uber die Einwirkung von Thyroxin auf den Glykogengehalt 
des Skelettmuskels und der Leber bei Meerschweinchen. 


Von 


0. Basl. 


{Aus der Abteilung fiir experimentelle Biologie der Anatomischen Anstalt 
der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 7. September 1928.) 


Verfiitterung von Schilddriise hat, wie L. Parhon an Kaninchen 
feststellte, eine starke Abnahme des Leberglykogens zur Folge. Der 
Glykogengehalt der Skelettmuskulatur erfihrt dagegen keine erkenn- 
bare Beeintrachtigung. Auch bei Ratten und Katzen wird das Leber- 
glykogen, wie ‘die gleichzeitig veréffentlichtenh Versuche von Cramer 
und Krause zeigten, durch Verfiitterung frischer Schilddriise auf ein 
Minimum reduziert. Zu gleichen Ergebnissen fiihrten beziiglich des 
Leberglykogens die Arbeiten von S. Kurigama, sowie von J. Abelin 
und J.Jajffé. Bei entsprechender Dosierung trat die geschilderte 
Wirkung selbst bei kohlehydratreicher Nahrung in Erscheinung. Dab 
die durch die Schilddriisensubstanz erzielte Verainderung jedoch keine 
tiefergehende Schadigung der Leberzellen bedeutet, geht daraus hervor. 
da8 sich nach Abbruch der Driisenfiitterung in wenigen Tagen wieder 
normale Glykogenwerte einstellen. 

Erneutes Interesse gewann diese Glykogenschilddriisenfrage mit 
der Entdeckung des Thyroxins durch Kendall; entspricht dieses, wie 
Kendall von Anfang an annahm, dem vital sezernierten Hormon der 
Schilddriise, so miissen sich mit ihm auch im biologischen Versuch 
alle jene Wirkungen erzielen lassen, die bisher als spezifische Wirkung 
des Schilddriisenhormons angesprochen wurden.  Hinsichtlich der 
Wirkung auf den Stoffwechsel ist dies seither durch zahlreiche Ver- 
suche von Kendall, A. Biedl, B. Romeis, A. Cameron und J. Carmichael. 
Plummer, Hildebrandt, Haffner u. a. festgestellt. Schon 1923 kommt 
B. Romeis zu dem Ergebnis, daB die ,,Wirkung des Thyroxins auf 
Kérpergewicht, Fettgewebe und Leberglykogen bei weiben Miusen 
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mit den bisher durch Schilddriisenverabreichung erzielten Erscheinung: 
prinzipiell iibereinstimmt’. 

In Erganzung der letztgenannten Versuche sollte noch der Einf!):) 
der Verabreichung von Thyroxin auf den Glykogengehalt des Skelett 
muskels untersucht werden, wobei auch das wechselseitige Verhalt«n 
von Leber- und Muskelglykogen beriicksichtigt werden sollte. 


Die vorliegenden Versuche wurden im Februar 1927 begonnen. 

Zur Verwendung kam das Thyroxin von Squibb und Sons, New Yor! 
das nach dem Kendallschen Verfahren aus Schilddriise gewonnen ist. 

Die verschiedenen Versuchspaare (jeweils bestehend aus Thyroxin 
und Kontrolltier) wurden unter gleichen raéumlichen und zeitlichen Be- 
dingungen gehalten, zu gleichen Zeiten gewogen, dann das Thyroxin unte: 
die Riickenhaut injiziert und frisch mit Futter versehen. Um ein nach 
tragliches AusflieBen der Injektionslésung zu verhindern, wurde die «& 
bildete Quaddel vor Ausziehen der Nadel mit dem Finger verknetet. [1D 
Tiere waren einzeln in gleich groBen, mit Torfmull bestreuten Kafige: 
untergebracht. Die Nahrung bestand aus Heu und Krautblattern, ode: 
bei zugemessenen Rationen aus Heu und Karotten. 

Die Tétung erfolgte in tiefer Chioroformnarkose durch Durchtrennuny 
der groBen GeféBe nach Eréffnung der Bauch- und Brusthéhle. Darmit 
wurde eine gréBtmdégliche Entblutung der zu untersuchenden Organ 
erreicht. 

Von jedem Tiere wurden je eine Leber- und zwei Muskelportionen 
auf Glykogen untersucht. Die Muskelproben A und B wurden der rechten 
bzw. linken Vorder- und Hinterextremitét entnommen. Die Glykogen- 
gewinnung erfolgte nach der bei Abelin und Jajf/é, sowie B. Romeis et 
waihnter Methode. Die Zuckerbestimmung wurde in gleicher Weise nac! 
Bertram ausgetiibrt. 

Leber und Muskel wurden rasch freipraipariert, die Muskelmasse vo: 
anhaftendem Fettgewebe befreit, grob zerstiickelt und auf Filtrierpapicr 
von bekanntem Gewicht gewogen, dann in 20cem 60° ,iger kochende: 
Kalilauge gebracht. 

In der Folge erwies es sich als vorteilhafter und zeitsparend, die Organ- 
teile in Mengen von 10,00g auf genau austarierten Uhrglasschalen aus 
zuwiegen. Das Gemisch von Kalilauge und Organteilen wurde 3 Stunde: 
im Wasserbad gekocht und alle 30 Minuten kraftig umgeschiittelt. Di 
GréBe der zum Kochen verwendeten Hartglaskolben ermédglichte di 
Ausfallung des frei gewordenen kolloiden Glykogens mittels Alkohol oln 
erneuten GefiBwechsel und bewahrte somit vor Substanzverlusten. Da- 
mit Alkohol versetzte Gemisch blieb bis zum niachsten Morgen stehen: 
der Niederschlag wurde mit Hilfe der Saugpumpe auf einem kleinen Filter 
gesammelt, Filterriickstand und Glasgefé8 gut mit Alkohol von 60 bis 100 
und endlich mit Ather gewaschen und im Luftstrom getrocknet. Der ca- 
Glykogen enthaltende Riickstand wurde dann in 90cem heifem Wass: 
gelést und nach Salzséurezusatz 3 Stunden der Hydrolyse unterworten. 
Nachdem mittels Kalilauge bis zur schwach sauren Reaktion abgestump!' 
war, wurde das Hydrolysat im MeSkélbchen auf 100,0cem aufgefiillt unc 
in dreimal 20,0 cem die Zuckerbestimmung nach Bertrand ausgefiihrt. Da 


die Beobachtungen vorerst an weiben Mausen gemacht werden sollten, 
war in Vorversuchen deren Brauchbarkeit hierzu zu ermitteln. 
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Wegen einiger fiir die Feststellung der Genauigkeitsgrenzen der 
Zuckerbestimmung nach Bertrand wertvollen Ergebnisse michte ich 
zwei diesbeziigliche Vorversuche mitteilen. 


Die Titrierung des in der Eisensulfat-Schwefelsdurelésung enthaltenen 
Cu,O durch Kaliumpermanganatlésung erfolgte mittels einer in 0,01 cem 
geteilten Titrierréhre von 1,0cem. Der weite Abstand der Teilstrecken 
erméglichte eine Abschatzung bis auf 0,002 ccm. 


Vorversuch 1. 


Weibe Maus: Gewicht 26,5 g, o. Titer der Kaliumpermanganatlésung 
10cem = 9,99 mg Cu. 


Analysen. 

Leber: Gewicht 1,453 g. 

Verbrauch an Kaliumpermanganatlésung fiir 20cem Lésung im 
Durehschnitt 0,140 cem. 

100cem der Lésung enthalten also 6,993mg Cu = 3,2mg Zucker 
= 2,96mg Glykogen. Glykogengehalt 0,203 %. 

Muskel A: Gewicht 0,875 g. 

Verbrauch an Kaliumpermanganatlésung fiir 20ccem Lésung im 
Durchschnitt 0,0466 ccm. 


100cem der Lésung enthalten also 2,297 mg Cu 113mg Zucker 
1,047 mg Glykogen. Glykogengehalt 0,119 °,. 


Muskel B: Gewicht 0,710 g. 


Verbrauch an Kaliumpermanganatlésung fiir 20cem Lésung im 
Durchschnitt 0,0466 cem. 


100cem der Lésung enthalten also 2,297 mg Cu 1I3mg Zucker 
1,047 mg Glykogen. Glykogengehalt 0,147 °,. 


Herz: Gewicht = 0,131 g. 


Verbrauch an Kaliumpermanganatlésung fiir 20cem Lésung im 
Durchschnitt 0,0466 cem. 


100cem der Lésung enthalten also 2.297 mg Cu = 1,13 mg Zucker 
1,047 mg Glykogen. Glykogengehalt 0,79 °;. 


Ergebnis. Bemerkenswert sind die gleichen Durchschnittswerte der 
verbrauchten Titrierfliissigkeit bei beiden Muskeln und der Herzzucker- 
lésung mit 0,0466 cem. Demnach enthielten das Herz sowohl wie die beiden 
Muskelportionen gleiche absolute Mengen an Glykogen. In Prozente um- 
gerechnet, enthalt das Herz dieses Tieres fast sechsmal soviel tierische 
Starke als der Skelettmuskel. LieBe sich auch die Gleichheit der Absolut - 
mengen an Glykogen in beiden Muskelgruppen als Zufalligkeit und ihre 
prozentuale Differenz normalphysiologisch erklaren (Maignon), so erscheint 
das Analysenergebnis des Herzens unmédglich normal-physiologischen 
Bedingungen zu entsprechen (Brutteau, Jensen). 


Um dieses merkwiirdige Ergebnis aufzuklaren, wird eine Blindtitrierung 
von Eisen-Sulfat-Schwefelséurelésung (obigem Versuche entsprechend 
10,0cem mit Wasserzusatz) vorgenommen. 
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Ergebnis. Verbrauch an Kaliumpermanganatlésung von gleichem Tite; 
bis zur deutlichen Rosafarbung der gelben Fliissigkeit : 


1 Tropfen. . ... . . . . = unentschieden braunlich 
l - eee eee deutlich rosa 
Gesamtverbrauch . .. . . = 2 Tropfen = 0,046 cem 


Es sind somit 0,046 cem der Titrierfliissigkeit nétig, um den Farbenumschlay 
der kupferfreien Schwefelséure-Eisensulfatlésung hervorzurufen. Demnac} 
stellen 0,046cem die untere Genauigkeitsgrenze der Titriermethode dar, 

Eine Wiederholung des geschilderten Versuches bestatigt das gv 
schilderte Ergebnis. 

Diese Vorversuche ergeben, da weiBe Mause fiir die in Rede stehende, 
Versuche als Tiermaterial ungeeignet sind, da der Glykogengehalt der 
Skelettmuskulatur wie des Herzens zu gering ist, um mit der angewandten 
Methode einwandfreie Resultate zu liefern. 

In Fortsetzung der Versuche wurde daher zu einer gréBeren Tierart 
iibergegangen. 

Vorversuch 2. 


Meerschweinchen. Gewicht 372g, 2. Titer der Kaliumpermanganat- 
lésung 1,0cem = 10,51 mg Cu. 


Analysen. 
Leber: Gewicht = 4,692 g. 
Verbrauch an Kaliumpermanganatlésung fiir je 20cem Lésung im 
Durchschnitt 1,420 cem. 
10 cem der Lésung enthalten also 74,621 mg Cu = 38,450 mg Zucker 
= 35,648 mg Glykogen. Glykogengehalt = 0,759 %. 


Muskel A: Gewicht = 5,038 g. 

Verbrauch an Kaliumpermanganatlésung fiir je 20cem Lésung im 
Durchschnitt 0,888 cem. 

100 cem der Lésung enthalten also 46,660 mg Cu = 43,4mg Zucker 
= 21,691 mg Glykogen. Glykogengehalt = 0,430 %. 

Muskel B: Gewicht = 4,885 g. 

Verbrauch an Kaliumpermanganatlésung fiir je 20cem Lésung im 
Durchsehnitt 0,811 cem. 

100cem der Lésung enthalten also 42,62 mg Cu = 21,3 mg Zucker 

19,745 mg Glykogen. Glykogengehalt = 0,406 %. 


Herz: 

Verbrauch an Kaliumpermanganatlésung fiir je 20cem Lésung im 
Durchschnitt 0,045cem. Samtliche Titrierwerte liegen unter der Ge- 
nauigkeitsgrenze. 

Ergebnis. Den héchsten Glykogenprozentwert weist die Leber mit 
0,759 % auf. Die beiden Muskelgruppen mit 0,430 % und 0,406 % divergieren 
um 0,024 °, ein Unterschied, der sowohl Fehlerquellen, wie auch norma!- 
physiologischer Differenz zugeschrieben werden kann (Maignon). Die 
Titrierwerte der Herzzuckerlésung liegen alle unter der Genauigkeitsgrenze 

Da auch in spiteren Versuchsreihen die Glykogenwerte des Herzen- 
sich nie wesentlich tiber den Grenzwert bewegten, wurde von ihrer weiteren 
Beobachtung abgesehen. 
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Vorversuch 3. 


Es sollte die Héhe der Thyroxindosierung fiir Meerschweinchen 
festgestellt werden, welche nétig ist, um deutliche Reaktion zu erzielen 
unter Vermeidung ausgesprochen toxischer Wirkung. Zur Verwendung 
kamen zwei miannliche Meerschweinchen. 


Die Thyroxinlésung wurde in der Weise bereitet, daB 10 mg Thyroxin 
in 5ecem destillierten Wassers aufgeschwemmt und durch Zusatz von 
einigen Tropfen einer n/10 NaOH zur Lésung gebracht wurden. Sodann 
wurde mit destilliertem Wasser auf 100 cem aufgefiillt. 

Die Injektion erfolgte subkutan unter die Riickenhaut. Dosis: taglich 
2ceccm = 0,2 mg; im ganzen 1,0 mg. 

Die Tétung der Tiere erfolgte am sechsten Tage, 24 Stunden nach der 
letzten Injektion. Die bei den Analysen erhaltenen Ergebnisse sind aus 
Tabelle I zu entnehmen. 





Tabelle I. 
Nr. 2, # . 
Meerschweinchen Thyroxin = 4 é 
5. 0,2 mg Kontrolle 
Korpergewicht in g: 
i ae os oe Dg cas dad heh en i ening 406 258 
x. a “oem 5 aM sae eS ey 384 — 
ss .. oe Ce ieee ee : 370 — 
C—O ae oe ee SE ere a ea 370 
ee ear gea | ata: 365 7 
'. la ae yr teh ee ‘eed 365 265 
Leber: ’ 
Gewicht der verarbeiteten Lebermenge in g . . » 6,010 7,856 
0,045 
Durchscbnittlicher Verbrauch an Kaliumperman- } also unter 5.071 
ganatlosung fiir 20cem Extrakt in cem .. . der Genanig- / — 
keitsgrenze 
Cu im Gesamtextrakt in mg ......... ; 266,48 
Zucker im Fig te ee a ee os 134,50 
Glykogen im , No, ere ee -— 124,68 
Glykogengehalt in %,...... + et ene 0 1.587 
Muskel A: 
Gewicht der verarbeiteten Muskelmenge in g. . 5.775 5.825 
Durechschnittlicher Verbrauch an Kaliumperman- 
ganatl isung fir 20ccem Extrakt in com .. . 1,604 0,490 
Cu im Gesamtextrakt in mg ......... $4.29 25.74 
Zucker im, eat hw te eee. 8 aso 43,70 12,70 
Glykogen im , Eas) GR. he BL a 49,59 11,77 
SS EE ae ae eee 0,701 0,202 
Maskel B: 
Gewicht der verarbeiteten Muskelmenge in g. . 6481 7,130 
Durchschnittlicher Verbrauch an Kaliumperman- 
ganatlésung fir 20ccm Extrakt in cem .. . 1,90 0,663 
Cu im Gesamtextrakt in mg ......... 99,849 34,84 
Zucker im i rp a, gr Ren eee 49.9 17,39 
Glykogen im , eo ae ee eee ss 45,42 16,01 
Glykogengehalt in %).. . . 0,70 (0),224 


Titer der Kaliumpermanganatlisung 1,0 ecm 10,51 mg Cu. 
Biochemische Zeitschrift Band 202. 20 
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Das Verhaltnis 
der Glykogenprozentwerte auf den Faktor 1 umgerechnet 





ergibt: 
Thyroxintier Kontrolltier 
Nr.2 Nr.3 
ate a ea ote 0 : 1,587 
Maskeldurchschnittswert 
oe Pea 3,286 : 1,0 
Ergebnis. 


Das Kérpergewicht des Thyroxintieres erfihrt eine maBige Ab. 
nahme. Die FreBlust war bei beiden Tieren wahrend des ganzen Versuchs 
normal. Das Thyroxintier wurde gegen Ende des Versuchs zunehmend 
scheu und unruhig. 


Der Glykogengehalt der Leber erfuhr durch die Thyroxinwirkung 
eine so starke Verminderung, daB er unter der Genauigkeitsgrenze 
der angewandten Methode lag. Der Glykogengehalt der Skelett- 
muskulatur war im Gegensatz dazu beim Thyroxintier etwa um das 
Dreifache héher als bei dem unter gleichen auBeren Bedingungen 


stehenden Kontrolltier. : 


Setzen wir als MaSstab der Thyroxinwirkung die jeweils erzielte 
Senkung des Leberglykogenspiegels fest, so muBte die in obigem Vor- 
versuch verwendete Dosierungshéhe von 0,2 mg pro Tag und 1,0 mg 
insgesamt als geeignet fiir weitere Untersuchungen gelten, um so mehr, 
als waihrend der 5 Tage akut toxische Erscheinungen nicht beobachtet 
wurden. 


Versuch 1. 


Im nachfolgenden Versuch sollte in systematischer Versuchs- 
anordnung die Thyroxinwirkung auf Leber- und Muskelglykogen bei 
der oben ermittelten Dosierung gepriift werden. Insbesondere war 
das Augenmerk auf jene im Vorversuch beobachtete Erscheinung, 
, Sinken des Leberglykogengehalts und Steigen des Muskelglykogens’ . 
zu richten. 


Zur Verwendung kamen drei minnliche Paare, die, um Irrtiimer zu 
vermeiden, mit den Farben blau, rot, griin gezeichnet wurden. Thyroxin- 
dosierung taglich 0,2 mg subkutan; 1,0 mg insgesamt. Die Tétung der 
Tiere erfolgte 24 Stunden nach der letzten Fiitterung. 

Das Ergebnis des Versuches ist in der nachfolgenden Tabelle IT zu- 
sammengefaBt. 





Tabelle TT. 
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Das Verhaltnis der Glykogenprozentwerte auf den Faktor 1 umgerechnet 
ergibt: 





Thyroxine Kontrolle Thyroxine Kontrolle Thyroxin- | Kontroll. 
tier Nr 4 tier Nr.5 tier Nr.6 tier Nr.7 tier Nr. 8 | tier Nr. o 


Leber .. 1.0 : 34,370 1.0 : 8,770 10 : 4,557 


Muskeldurchschnitts- 
wertans A+B. . 1: «1,021 1,433 : 1.0 1€@ =: 1,285 
Versuchsergebnis. 


Wie nach dem Ergebnis des Vorversuchs zu erwarten war, traten 
auch bei diesem Versuch in Anbetracht der niederen Thyroxindosierung 
und der Kiirze der Versuchsdauer keine ausgesprochenen toxischen 
Erscheinungen zutage. Wohl aber zeigten sich beim Riickgang des 
Kérpergewichts wie beim Verhalten des Glykogens unter den einzelnen 
Thyroxintieren kleinere Schwankungen, die mit den auch von anderen 
Autoren (z. B. Romeis) festgestellten individuellen Unterschieden in 
der Empfindlichkeit des tierischen Organismus gegeniiber Thyroxin 
zusammenhingen diirften. AuBerdem ist zu beriicksichtigen, daB die 
Verabreichung des Thyroxins in einheitlichen GréBen erfolgte und 
nicht nach dem jeweiligen Kérpergewicht abgestuft wurde. 

Das Kérpergewicht der Thyroxintiere zeigt durchgehends einen 
deutlichen, wenn auch nicht sehr starken Riickgang, wihrend es sich 
bei den Kontrolltieren auf ungefahr gleicher Héhe halt. Der Gewichts- 
verlust schwankt bei den Thyroxintieren zwischen 9,4 und 12,7", 
des Anfangsgewichts. 

Beziiglich des Verhaltens der Tiere war festzustellen, daB dic 
Thyroxintiere gegen Ende des Versuchs zunehmend unruhiger und 
bésartig wurden. Es laBt sich jedoch nicht entscheiden, inwieweit 
dies Praparatwirkung oder Folge der sicherlich schmerzhaften In. 
jektionen war. ‘ 

Der Glykogengehalt der Leber \iBt bei allen Thyroxintieren im 
Vergleich zu dem zugehérigen Kontrolltier eine deutliche Verminderung 
erkennen. Besonders deutlich kommt diese Senkung in den auf den 
Faktor | umgerechneten Verhaltniszahlen zum Ausdruck. Die Prozent- 
werte selbst sind unter den drei Gruppen des Versuchs recht ver- 
schieden. Liegt der Glykogengehalt beim Thyroxintier Nr. 4 kaum 
iiber der Genauigkeitsgrenze, so iibertrifft der vom Thyroxintier Nr. 8 
sogar den Wert eines der unbehandelten Kontrolltiere (Nr. 5). Der 
Hochstand des Glykogenspiegels beim Thyroxintier Nr. 8 hangt ver- 
mutlich damit zusammen, da dieses Tier, ebenso wie das zugehérige 
Kontrolltier Nr. 9, infolge eines Versehens auBer der gewoéhnlichen. 
den anderen Tieren des Versuchs verabreichten Futterration am letzten 
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‘age noch eine besondere Zulage erhielt und sich daher in besserem 
Ernahrungszustande befand. Es liegt hier offenbar eine Kompensation 
der Thyroxinwirkung durch vermehrte Nahrungsaufnahme vor, wie 
sie bei Thyroxintieren unter anderen Gesichtspunkten auch von 
Vf. Glaser als allgemeine Stoffwechselkompensation beschrieben wurde. 
Der EinfluB der Zulage macht sich auch im Glykogengehalt der Leber 
des Kontrolltieres Nr. 9 stark bemerkbar, der die Werte der iibrigen 
Kontrolltiere sehr wesentlich tibertrifft. 


Anscheinend voéllig regellos verhalt sich der Glykogengehalt des 
Skelettmuskels. Nur in einem Falle (beim Thyroxintier Nr. 8) ist gegen- 
iiber dem zugehérigen Kontrolltier eine deutliche Senkung zu _ ver- 
zeichnen. Bemerkenswerterweise handelt es sich hier um das gleiche 
Thyroxintier, das, wie eben ausgefiihrt wurde, einen relativ hohen 
Leberglykogengehalt zeigt. Erwiaihnenswert erscheint, daB das Ver- 
halten des Tieres wahrend des Versuchs besonders lebhaft war. Geradezu 
entgegengesetzt ist der Befund beim Thyroxintier Nr. 6, das hohen 
Muskelglykogenstand und niederen Leberwert zeigt. Ein ahnliches 
Wechselspiel zwischen Leber und Muskel war schon beim Vorversuch 3 
zu beobachten (s. Tabelle 1). Wiahrend sich jedoch dort auch das 
Kontrolltier ahnlich verhielt, ist diesmal beim zugehérigen Kontrolltier 
kein analoges Verhalten festzustellen. Kontrolltier Nr. zeigt, an- 
scheinend als Wirkung der schon erwahnten Futterzulage, gleichmabig 
erhéhte Muskel- und Leberwerte, Kontrolltiere Nr.5 und 7 stehen 
zueinander fast im Gleichgewicht. Thyroxintier Nr. 4 weist weder 
eine Verminderung noch Erhéhung des Muskelwertes auf; der starken 
Senkung des Leberglykogens lief hier also keine Erhéhung des Muskel- 
glykogens parallel. 

Zusammenfassend lat sich also sagen, dab die Verabreichung 
von Thyroxin bei einer Dosierung, die eine betrachtliche Verminderung 
des Leberglykogens zur Folge hat, den Glykogengehalt des Skelett- 
muskels nicht wesentlich beeinfluBt. 


Versuch 2. 


Das im vorausgehenden Versuch gewonnene Ergebnis sollte bei 
einer Gruppe von Tieren, die unter gleichmaBiger, fiir Normaltiere 
ausreichender Ernihrung standen, nachgepriift werden. 

Zur Verwendung kamen sechs ausgewachsene, nicht schwangere 
weibliche Meerschweinchen. Thyroxindosierung: taglich je 0,2 mg subkutan, 
im ganzen je 1,2mg. Die Tétung der Tiere erfolgte 6 Stunden nach der 
letzten Injektion. 


Das Ergebnis der am Ende des Versuches ausgefiihrten Analysen ist 
in abgekiirzter Form in Tabelle III zur Darstellung gebracht. 
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Das Verhaltnis der Glykogenprozentwerte auf den Faktor | umgerechnet 
ergibt: 





Thyroxine Kontrolle Thyroxine Kontrolle Thyroxine Kontroll- 
tier Nr. 10 tier Nr 11 tier Nr. 12 tier Ne.13_ tier Nr. 14 tier Nr. 15 


I i oaks key eo 1.0 : 6,927 : 2,318 10 : 1,682 

Muskeldurehschnitts- 

wert aus A+B. . 1.281 : 1.0 1120 : 10 1.799 : 10 
Versuchsergebnis. 


Die Leberglykogenwerte aller Thyroxintiere sind erniedrigt. Der 
Grad der Verminderung ist auch diesmal individuell sehr verschieden, 
doch erhebt sich keiner der Werte iiber einen der Kontrolltiere, was 
wohl der absolut gleichmaBigen Ernaihrung zuzuschreiben ist. Die 
Wertdifferenzen mégen sich sowohl aus Unterschieden in der indivi- 
duellen FreBlust der Tiere, als besonders auch aus Unterschieden in 
der Thyroxinempfinglichkeit erkliren, welch letztere auch im ver- 
schieden starken Riickgang des Kérpergewichts zum Ausdruck kommt. 
[Im ganzen ist das Gewicht der Versuchstiere eindeutig vermindert. 
Der Gewichtsverlust schwankt zwischen 6,7 und 14,2°,. Bemerkens- 
wert ist das gleichsinnige Verhalten von Gewichtsverlust und Leber- 
gly kogenverminderung. 


Das Muskelglykogen ist im Vergleich zu dem des beigeordneten 
Kontrolltieres bei allen Thyroxintieren erhéht. Insbesondere zeigt 
diesen Befund Thyroxintier Nr. 10, wie aus den umgerechneten Prozent- 
verhiltniszahlen zu ersehen ist. Hierbei ist in Andeutung eine ge- 
wisse — wenn auch nicht mathematische — umgekehrte Proportionalitat 
zum gehérigen Leberglykogenspiegel erkennbar. Dem _ unihnlich 
verhalt sich das Muskelglykogen bei den Kontrolltieren aller bisherigen 
Versuche. 

Versuch 3, 

Es sollte der Einflu} des Thyroxins auf das Leber- und Muskel- 
glykogen bei hungernden Tieren beobachtet werden. Dabei war 
jedoch darauf zu achten, da®B die Inanitionserscheinungen die zu 
priiffende Thyroxinwirkung nicht bis zur Unkenntlichkeit iiberlagern. 
Es wurde deshalb erst der normale Nahrungsbedarf der Tiere 
festgestellt. 


Zu dem Zwecke wurden zwei getrennt gehaltene Meerschweinchen 
im Uberschu8 mit vorgewogenen Mengen von Heu und Karotten 
gefiittert. Der tigliche Verbrauch wurde genauestens nach- 
gewogen; gleichzeitig wurde taglich das Verhalten des Kdorper- 
gewichts verfolgt (siehe Tabelle IV). 
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Tabelle IV. 
Meerschweinchen Nr. 16 Meerschweinchen Nr. 17 
Verzehrte Mengen Verzebrte Mengen 
Kéepergewicht | KSepergewicht ; a aaa 
Heu Karotten Heu Karotten 
£ 4 2 a ry 4 
669 34 78 760 50 42 
660 36 95 770 45 42 
665 42 105 765 45 107 
670 47 100 ~ 
670 45 106 - 
665 49 110 ~ 
Durch- | 665, 42.2 99 765 46.6 82 


schn it t | 


Es errechnet sich daraus fiir 1000 g Lebendgewicht 62 g¢ Heu und 
126 g Karotten pro die. 

Auf Grund dieser Feststellungen wurde den Tieren des Versuchs 3 
die Hilfte der nach obigen Berechnungen auf das Anfangsgewicht 
treffenden Menge an Heu und Karotten gegeben. Trinkwasser stand 
den Tieren ad libitum zur Verfiigung. Zur Verwendung kamen im 
ganzen wieder sechs minnliche Meerschweinchen. 

Thyroxindosierung je 0,2 mg pro die; je 1,2 mg im ganzen. 

Die Tétung erfolgte 24 Stunden nach der letzten Injektion und Futter- 


verabreichung. 
Das Ergebnis der Analysen ist aus Tabelle V zu entnehmen. 


Das Verhiltnis der Glykogenprozentwerte auf den Faktor 1 umgerechnet 





ergibt : 
Thyroxin- | Kontroll- Thyroxine Kontroll« Thyroxine Kontroll- 
’ tier Nr. 18) tier Nr.19_ tier Nr. 20 tier Nr. 21 | tier Nr. 22 tier Nr. 25 
i Sere eee 0 : 1117 0 : 1.150 0 : 0,331 
Muskeldurchschnitts- ; 
wert aus A+B. . 10 : 3482 1.396 : 1,0 10 3: 1,553 
Versuchsergebnis. 


Wie bei der bedeutenden Nahrungseinschrankung von vornherein 
zu erwarten war, machte sich am Ende des Versuchs bei allen Tieren 
eine betrichtliche Gewichtsabnahme bemerkbar. Wahrend sie aber 
bei den Kontrolltieren zwischen 6,9 und 18°, des Anfangsgewichts 
schwankt, erreicht der Gewichtsverlust bei den Thyroxintieren 25,2 
und 31,6°,. Er war also hier, gegeniiber den friiheren Versuchen 
deutlich gesteigert. 

Der Glykogengehalt der Leber ist bei den Thyroxintieren so stark 
vermindert, dab er unter der Genauigkeitsgrenze der angewandten 
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Methode liegt. Die Leber ist also praktisch glykogenfrei. Auch bei 
den Kontrolltieren ist der Glykogengehalt infolge der Nahrungs 
beschrankung gegeniiber den Befunden der vorausgehenden Versuche 
stark reduziert. Er ist aber immer noch erheblich héher als bei den 
Thyroxintieren. tin bestimmtes Verhaltnis von Kérpergewichts 
abnahme und Glykogenverlust ist nicht feststellbar. 

Im Gegensatz zu dem bei der Leber erhobenen Befund ist im 
Skelettmuskel der Thyroxintiere durchgehends Glykogen nachweisbar 
In einem Falle (Meerschweinchen Nr. 20) ist der Glykogengehalt des 
Muskels absolut wie relativ sogar héher als bei dem zugehérigen 
Kontrolltier. 

Das Muskelglykogen der Kontrolltiere wies ein friiher nur bei 
Thyroxintieren beobachtetes Verhalten auf; namlich ,,jene umgekehrte 
Proportionalitat zum Glykogengehalt der eigenen Leber‘, ohne auch 
diesmal ein gerades Zahlenverhiltnis erkennen zu lassen. In dieses 
offenbar normal-physiologische individuelle Gleichgewicht von Muskel- 
und Leberglykogen greift diesmal das Thyroxin stérend ein. Wahrend 
in allen bisherigen Versuchen das Muskelglykogen der injizierten Meer- 
schweinchen seinen Tiefstand schon mit 0,614°, erreichte, stellen 
diesmal 0,426°,, den Héchstwert dar. Die untere Grenze liegt bei 
0,194°,. Demgegeniiber steht keinerlei erkennbare Variation des 
Leberglykogenspiegels. Zwar finden wir auch beim Kontrolltier Nr. 21 
den sehr tiefen Muskelwert von 0,281 °,,, haben jedoch beim gleichen 
Tiere den Héchststand an Leberglykogen mit 1,150°, dieser Versuchs- 
reihe; eine Beobachtung, die wir in den vorausgehenden Versuchen 
nur bei Thyroxintieren machten. 

Bei genauerer Beobachtung der Meerschweinchen innerhalb und 
auberhalb des Versuchs bemerkt man grobe Temperamentunterschiede, 
die sigh teils in gréBerer Indolenz oder Bésartigkeit, teils in Tragheit 
oder ausgesprochener Agilitat bemerkbar machen. Schon beim 
Thyroxintier Nr.6 des Versuchs 1 machten wir auf das besonders 
lebhafte Verhalten aufmerksam, unter Hinweis auf den bemerkens 
werten Hochstand des Muskel- und Tiefstand des Leberglykogens. 

Inwieweit diese Beobachtungen und ihre angedeutete Beziehung 
zueinander Zufallsprodukt ist oder kausalen Zusammenhang aufweist 
sollte in einem weiteren Versuch dargetan werden. 


Versuch 4. 


Es sollte der Einflu8 des Thyroxins auf den Glykogengehalt von 
Leber und Muskel bei arbeitenden bzw. laufenden Tieren festgestellt 


werden. 


Als Laufmaschine verwendeten wir einen nach oben ungedeckten 
Kasten von 1,30 m Lange und 0,35em Breite. Die Seitenwande der Laul- 
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maschine werden von Glasscheiben gebildet, die, wie bei Aquarien, in einen 
aus Winkeleisen bestehenden Metallrahmen eingekittet sind. Der Boden 
aus stabilem Eisenblech lat zwischen Vorder- und Riickwand einen einige 
Millimeter hohen Schlitz in ganzer Kastenbreite frei. Zwei querstehende, 
in ihrer Héhe verstellbare Schubwande, teilen den Kasten in drei hinter- 
einander gelegene, gleich groBe Raume mit einer Bodenflache von 32 : 42 em 
ein. Die Bewegung erfolgt durch ein endloses Laufband von Kastenbreite, 
das tiber den Boden gespannt ist. Es lauft tiber zwei Holzwellen, die auBer- 
halb des Kastens am vorderen und hinteren Ende der Laufmaschine ver- 
stellbar sind. Die eine der beiden Holzwellen wird mittels eines Elektro- 
motors auf Ubersetzungsweg zur Drehung gebracht. Alle Querwande sind 
in der Laufrichtung am unteren Rande mit schleifenden Filzstreifen versehen, 
um ein Einklemmen der Pfoten der Tiere zu verhindern. Der Laufteppich 
besteht aus eng gewebtem Material, so daB einerseits ein Hangenbleiben 
der Krallen unmédglich, andererseits geniigend Reibung gegeben ist, um 
ein Schleifen der Tiere auf dem rotierenden Teppich zu verhindern. 

Die geeignete Laufgeschwindigkeit des Teppichs war erst durch Versuche 
zu bestimmen. Sie muBte weitgehend den Bewegungseigentiimlichkeiten 
der Meerschweinchen angepa8t sein; sie durfte einerseits deren Leistungs- 
fahigkeit im Dauerlauf nicht iiberschreiten, andererseits muBte sie rasch 
genug sein, um eine stetige Bewegung der Tiere zu veranlassen. 

Diesen Anforderungen entsprach eine Wegleistung von 7,18 m_ pro 
Minute. Die Laufperioden verteilten sich auf den Vor- und Nachmittag. 

Hierbei zeigte sich, da8B Gewéhnung und Anlernung die Leistung 
wesentlich steigerte. Die Tiere paBten sehr schnell Gangart und Tempo 
den Umstanden an. Die Gesamtarbeitsleistung pro die konnte schon am 
zweiten Tage von 45 auf 90 Minuten gesteigert werden, bis deutliche Er- 
miidung auftrat und die Tiere sich trotz der unangenehmen Lage schleifen 
lieBen. Die einzelnen Laufzeiten wurden gemaéB dieser Erscheinung ein- 
geteilt, und zwar liefen je drei Tiere: 

Vormittags .. . . 30 Min. Laufzeit, 30 Min. Ruhe, 15 Min. Laufzeit 
Mittagspause. . . . 5 Stunden 

Nachmittags . . « Wie vormittags 

Tagesleistung . . . %) Minuten Laufzeit = 646,20 m Wegstrecke 


In den Ruhezeiten erhielten die Tiere Nahrung ad libitum. 

Die Thyroxininjektion erfolgte morgens vor der Fiitterung und Arbeit. 
Sie betrug 0,2 mg pro die; 1,0 mg im ganzen. 

Die Tétung erfolgte 24 Stunden nach der letzten Injektion und un- 
mittelbar nach 45 Minuten Laufzeit (30 Minuten + 30 Minuten Pause 

15 Minuten Laufzeit). Wahrend der Ruhepause wurde keine Nahrung 
mehr gereicht. 

Die bei den Analysen gewonnenen Ergebnisse sind in Tabelle VI nieder- 
gelegt. 


Das Verhaltnis der Glykogenprozentwerte auf den Faktor 1 umgerechnet 
ergibt: 





Thyroxine Kontroll- Thyroxine Kontrolle Thyroxins Kontroll- 
tier Nr. 24) tier Nr. 27 tier Nr. 25 tier Nr. 28) tier Nr. 26) tier Nr. 29 


oO Se eae 1.0 : 2.644 1,0 : 1,621 1,0 : 18,216 
Muskeldurchschnitts- 
wert aus A+B. . 10 : 1,586 10 : 1,095 1,002 : 10 
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Versuchsergebnis. 


Das Verhalten der Tiere wies wihrend der ganzen Versuchsdauer. 
insbesondere wihrend der Arbeit, merkliche Unterschiede auf. In 
den Bereich des Normalphysiologischen gehért die schon durch obige 
Kinteilung der Laufzeiten beriicksichtigte Erscheinung, da’ jeweils 
die gréBte Leistungsfahigkeit zu Anfang der Laufperioden vorhanden 
war, ferner, daB die Tiere morgens zielbewuBter und zweckmabiger 
ihre Arbeit vollbrachten als nachmittags. Wie schon zu Beginn dieses 
Versuchs bemerkt, lernten die Meerschweinchen sehr rasch, ihre sonst 
in den Stallungen gepflogene ruckartige Gangart in eine gleichmaBigere, 
dem Tempo des Laufteppichs zweckmaBig angepabte umzusetzen. 
Es gilt dies ausnahmslos fiir alle in diesem Versuch verwendeten Tiere 
wihrend der ersten 2 bis 3 Tage. Von diesem Zeitpunkt ab waren 
jedoch deutliche Unterschiede zwischen dem Verhalten der Kontroll- 
tiere und dem der Thyroxintiere zu bemerken. Wahrend namlich 
erstere bis zur Versuchsbeendigung ihre Lauftechnik zu groBer Voll- 
kommenheit brachten, schien sich die der letzteren nunmehr dauernd 
zu verschlechtern. 

Die Bewegungen wurden wiederum ruckartig, unzweckmibig 
heftig und ungeordnet. Die Tiere machten den Eindruck sichtlicher 
Ratlosigkeit und zeigten sich bésartig. Auffallend war damit eine 
griBere Ermiidbarkeit verbunden, die gegen Ende des Versuchs nur 
durch stete Aufmunterung und zweckmiaBige Lingsstellung der Tiere, 
wenn sie sich quer schleifen lieBen, iiberwunden werden konnte. 

Alle Meerschweinchen, auBer Kontrollitier Nr. 28, wiesen geringe 
Gewichtsverluste auf, doch konnte — Gewichtsschwankungen von 
15 bis 20 g als normal betrachtet —- zwischen Kontroll- und Thyroxin- 
tieren kein nennenswerter Unterschied gefunden werden. 

Das Leberglykogen der Kontrolltiere war durchweg erhéht und 
zeigte Werte, die sich iiber alle bisher ausgefiihrten Analysen erhoben. 
Auch der Glykogengehalt der Leber aller Thyroxintiere war gestiegen, 
blieb jedoch deutlich hinter dem der zugehérigen Kontrolltiere zuriick. 

Mit dieser relativen Glykogenverminderung der Thyroxinleber 
geht im Laufversuch keine Erhéhung des Muskelglykogens der Thyroxin- 
tiere gegeniiber dem der Kontrolltiere einher. Ja im Gegensatz zu 
friheren Ergebnissen mu® eine der relativen Leberglykogensenkung 
parallel laufende — wenn auch unbedeutende — Muskelglykogen- 
verminderung notiert werden. Nehmen wir die Durchschnittswerte 
aller Muskelanalysen zusammen, so ergibt sich ein Verhaltnis von 
Thyroxinmuskel : Kontrollmuskel = 0,968 : 1,166. Gleichwohl sind 
die prozentualen Muskelglykogenwerte der injizierten Lauftiere friiheren 
Versuchstieren gegeniiber gleichwertig, ja sie erheben sich teilweise 
ganz wesentlich iiber jene. 
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Als Ergebnis dieses Versuchs ist demnach zu berichten: 


Erhéhung des Glykogengehalts von Leber und Muskel bei allen 
Lauftieren gegeniiber den nicht laufenden Tieren der vorausgehenden 
Versuche, relatives Zuriickbleiben der Werte der Thyroxintiere hinter 
jenen der Kontrolltiere, das bei der Leber starker in Erscheinung 
tritt als beim Skelettmuskel. 


Besprechung der Resultate. 

Die vorliegenden Versuche bestitigen im Einklang mit den Er- 
gebnissen von Kendall, Romeis, Hildebrandt, Haffner u. a. die stoff- 
wechselsteigernde Wirkung des Thyroxins. Eine sich iiber 5 bis 6 Tage 
erstreckende subkutane Verabreichung von 0.2 mg Thyroxin ruft bei 
jingeren wie erwachsenen Meerschweinchen Riickgang des Kéorper- 
gewichts hervor. Sehr deutlich tritt diese Erscheinung bei Nahrungs- 
beschrankung auf eine fiir Normaltiere zur Erhaltung des Koérper- 
gewichts ausreichende Futtermenge auf. Noch starker macht sich 
dieser Gewichtsverlust bemerkbar bei Nahrungsbeschrankung auf die 
Halfte des Normalbedarfs im Vergleich zu den unter gleichen ungiinstigen 
Bedingungen stehenden Kontrolltieren. Im Laufversuch tritt trotz 
uneingeschrankter Nahrungszufuhr deutlicher Gewichtsriickschritt auf. 
Bei uneingeschranktem Nahrungsangebot und nicht erhéhter Muskel- 
beanspruchung kann es zu einer relativen Kompensation der Thyroxin- 
wirkung auf das Kérpergewicht kommen (M. Glaser, J. Abelin). 


Der jeweilige Grad der Gewichtsverminderung bzw. der Kom- 
pensation laBt, wie schon B. Romeis bei Mausen feststellte, auch hier 
auf groBe individuelle Unterschiede in der Empfindlichkeit des tierischen 
Organismus gegen Thyroxin schlieBen. 


Im Einklang mit den Beobachtungen obengenannter Forscher ist 
auch bei diesen Versuchen eine deutliche Erhéhung der emotionellen 
Bereitschaft zu verzeichnen. Parallel mit ihr — und dhnlich der 
Basedowschen Erkrankung — geht eine unbeherrschte und un- 
ékonomische Verwertung der Muskelkraft, die von rascher Ermiidung 
begleitet wird; letzteres Phinomen konnte auch von Eddy Nathan B. 
im Durchstrémungsversuch des isolierten Froschmuskels mit Thyroxin- 
lésung einwandfrei beobachtet werden. 


Zu unserer engeren Fragestellung selbst ergibt sich: 


Eine fiinf- bis sechsmalige subkutane Verabreichung von taglich 
0,2 mg Thyroxin bewirkt bei jungen wie erwachsenen Meerschweinchen 
ohne Unterschied des Geschlechts eine deutliche Senkung des Leber- 
glykogenspiegels. Die jeweilige Starke der Verminderung ist indivi. 
duellen Schwankungen unterworfen. 
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Reichliche kohlehydrathaltige Nahrung vermag auch hier wie in 
anderen Fallen (M. Glaser, J. Abelin, E. Abderhalden und E. Wertheimer) 
die Thyroxinwirkung teilweise zu kompensieren. 

Besonders auffallig zeigt sich diese Kompensation der leberglykogen- 
senkenden Eigenschaft des Thyroxins bei erhéhter Muskeltatigkeit 
und nicht eingeschranktem Nahrungsangebot. Dennoch bleiben die 
Leberwerte der Thyroxintiere immer hinter denen der unter gleichen 
Bedingungen stehenden Kontrolltiere zuriick. Dabei laBt sich zwischen 
Koérpergewichtsverlust und Leberglykogensenkung eine ungefihre 
direkte Proportionalitat feststellen. 

Schon bei maBiger Nahrungseinschrinkung sinkt der Glykogen- 
wert der Thyroxintiere unter die Genauigkeitsgrenze. 

Der Glykogengehalt des Skelettmuskels erleidet bei einer zur Er- 
haltung des Kérpergewichts normaler Tiere ausreichenden Ernihrung 
unter Thyroxineinwirkung trotz Leberglykogensenkung keine feststell- 
bare absolute Verminderung. Es steht diese Beobachtung im Einklang 
mit den Feststellungen von M. Parhon bei Schilddriisenfiitterung an 
Kaninchen. Leider erlaubt die erwihnte Arbeit keinerlei Einblick 
in das Verhiltnis der Muskelwerte zum zugehérigen Leberwert, des- 
gleichen nicht in deren Abhangigkeit zur jeweils gegebenen Futtermenge. 
Zum Vergleich seien nachfolgend die von M. Parhon verzeichneten 
Werte angefiihrt. 


Tabelle II aus M. Parhon 1913. 











Temoin Hyperthyroidisés 

} | Giykogén Glykogén 

Dates i Poids du lapins P gene «| Dates Poids du lapins | - tee | 
| s trais : x | frais 
2. x. | 870 0256 °“ 9 X.| 1010— 874 0,240 
er 20. X. 1243 —1058 0,211 
5. XL 1567 0,342 14. XI. 1748—1499 0.359 
15. XI. 1740 0,295 1. XII. 19383—1618 0,318 
4. XIL. 1322 0 512 16. XII. 1627—1425 0489 
8. 1. 2237 0,670 = 12, «sT.2045—1920 0,530 
Moyennes.... . | O45 Moyennes. ... . | 0,356 


Der Durchschnittswert fiir den Glykogengeha!t des Skelettmuskels 
liegt danach bei den mit Schilddriise gefiitterten Kaninchen Parhons 
nur wenig unter dem der Kontrollen. Im iibrigen treten sowohl bei 
den Kontrollen wie bei den Schilddriisentieren nicht unerhebliche 
individuelle Unterschiede im Glykogengehalt des Skelettmuskels zutage. 
Das gleiche war auch bei unseren Versuchen zu beobachten. 

Was die Frage der Wechselbeziehung von Muskel- und Leber- 
glykogen betrifft, so lieBen die Muskelwerte der unter Normalnahrung 
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stehenden Kontrolltiere keine GesetzmaBigkeit erkennen. Bei den unter 
gleichen Bedingungen und nicht erhéhter Muskeltitigkeit stehenden 
Thyroxintieren fand sich eine — allerdings nicht zahlenmaBig faBbare 
~ umgekehrte Proportionalitat beider Glykogenspiegel vor, insofern 
eine stirkere Senkung des Leberglykogens mit einer wenn auch nur 
geringgradigen Erhéhung des Muskelwertes einherging. 

Bei den Kontrolltieren kam eine gleiche reziproke Proportionalit iit 
der Glykogenspiegel beider Organe nur im leichten Hungerzustand 
zur Beobachtung. Es bewegen sich hierbei die Muskelwerte aber immer 
in Grenzen, wie wir sie bei den Kontrolltieren anderer Versuche noch 
als normal fanden. 

Im stirkeren Hungerzustand ist auch bei den Thyroxintieren eine 
starke Verminderung des Glykogengehalts des Skelettmuskels fest- 
zustellen. 

Im Laufversuch bei uneingeschriankter Ernahrung zeigt sich der 
Glykogengehalt der Skelettmuskulatur bei den Kontroll- wie Thyroxin- 
tieren gegeniiber den bei den Kontrollitieren der vorausgehenden Ver- 
suche beobachteten Werten durchschnittlich erhéht, bei den erst- 
genannten Tieren starker als bei den letzteren. Die Erscheinung 
diirfte wohl damit zusammenhiangen, daB die Tiere durch die Arbeits- 
tiitigkeit zu einer erhéhten Nahrungsaufnahme veranlaBt werden 
Relativ ist auch bei diesem Versuch noch eine glykogensenkende 
Wirkung des Thyroxins nachweisbar, insofern insbesondere der Glykogen- 
gehalt der Leber erheblich hinter dem der dazugehérigen Kontrolltiere 
zuriickbleibt. Die oben erwahnten Wechselverhaltnisse zwischen Leber 
und Muskelglykogen sind hier ebenso wie bei Nahrungszufuhr im 
Uberschu8 und bei starkem Hungerzustand verwischt. 


Zum SchluB sei mir gestattet, Herrn Professor Dr. B. Romeis fiir die 
liebenswiirdige Uberlassung des Themas und seine Hilfe bei der Durch- 
fiihrung der Arbeit ergebenst zu danken. 


Zusammenfassung. 


1. Eine fiinf- bis sechsmalige subkutane Verabreichung von taglich 
0,2 mg Thyroxin reicht hin, um bei jungen wie erwachsenen Meer- 
schweinchen bei einer zur Erhaltung des Kérpergewichts normaler 
Tiere ausreichenden Ernahrung einen deutlichen Riickgang des Kérper- 
gewichts hervorzurufen. 

2. Der Glykogengehalt der Skelettmuskulatur erfahrt unter den 
genannten Versuchsbedingungen keine Verminderung, wahrend der 
Glykogengehalt der Leber eine deutliche, in ihrem Ausmaf aber 
individuellen Schwankungen unterworfene Abnahme erkennen [alit. 
Die Wirkung des Thyroxins auf Muskel- und Leberglykogen stimmt 
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demnach mit der von Parhon bei Verfiitterung von Schilddriise be- 
schriebenen Wirkung iiberein. 

3. Erhéhte Nahrungszufuhr vermag den EinfluB8 geringer Thyroxin- 
dosen auf das Leberglykogen zu kompensieren. 

4. Bei Nahrungseinschriankung auf die Hilfte des Normalbedarfs 
ist der Glykogengehalt der Skelettmuskulatur bei den Thyroxintieren 
vermindert; die Abnahme ist bei den Thyroxintieren durchschnittlich 
stiirker als bei den Kontrolltieren. Die Leber der Thyroxintiere ist 
unter den genannten Versuchsbedingungen glykogenfrei. 

5. Bei erhéhter Arbeitstatigkeit und uneingeschriankter Ernihrung 
ist der Glykogengehalt der Skelettmuskulatur und noch mehr der 
Glykogengehalt der Leber gegeniiber dem ruhender Tiere bei Kontroll- 
wie Thyroxintieren erhéht, bei ersteren durchschnittlich stirker als 
bei letzteren. 
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Uber die Natur des wasserléslichen Proteins im Weizensamen. 


Von 
R. Herzner. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Hochschule fiir Bodenkultur in 


Wien.) 
(Eingegangen am 7. September 1928.) 


Die in letzter Zeit zu verzeichnenden Fortschritte auf dem Gebiet 
der allgemeinen EiweiBchemie sind der Anwendung _physikalisch- 
chemischer bzw. kolloidchemischer Untersuchungsmethoden zu danken. 
deren experimentelle Ausarbeitung, Uberpriifung und Verbesserung 
hauptsichlich von Wo. Pauli! und seinen Schiilern vorgenommen 
wurde, wobei sie nahezu ausschlieBlich tierisches Protein als Unter- 
suchungsmaterial verwendeten. 

Aus der Erwigung heraus, welch groBe Bedeutung die pflanzlichen 
EiweiBstoffe im Rahmen der menschlichen und tierischen Ernahrung. 
wie auch als Enzymtrager besitzen, wurde vorliegende Arbeit be. 
gonnen; sie befaBt sich im wesentlichen mit der Definierung uni 
Charakterisierung des wasserléslichen Proteins im Weizen. 

Vorarbeiter auf diesem Gebiet sind Osborne? und seine Schule. 
die im Getreidesamen neben anderen ein wasserlésliches Protein, das 
Leucosin, fanden, welches sie als Albumin beschrieben und als das 
es auch heute noch betrachtet wird®. Dieser Ansicht steht jedoch die 
Tatsache gegeniiber, daB dieser Eiweibkérper aus seiner wiisserigen 
Léstng durch Halbsittigung mit Ammonsulfat gefallt werden kann. 
eine Eigenschaft, die unter anderem die Globuline charakterisiert. Da 
auch sein sonstiges Verhalten in keiner Weise, wie gezeigt werden 
wird, mit den tierischen Albuminen gleich ist, so kann seine Wasser 
léslichkeit als einzige Albumineigenschaft um so weniger fiir seine 


1 Wo. Pauli, Kolloidchemie der EiweiBkérper. Dresden 1920. 

2 Th. B. Osborne, Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 2, 329, 1910. 

®’ H. Liters und M. Landauer, Zeitschr. f. Elektrochem. Nr. 15/14, 
341, 1922. W. F. Hoffman und R. A. Gortner, Cereal. Chem. 4, 221 bis 22%: 
D. B. Jones und C. E. F. Gersdorff, Journ. of biol. Chem. 58, 117 bis 131. 
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bisherige Nomenklatur maBSgebend sein, als auch tierische Proteine 
mit ganz analogem Verhalten — die Pseudoglobuline — bekannt sind. 

Im folgenden soll nun aufgeklirt werden: |. Besitzt das Leucosin 
wirklich Albumincharakter oder 2. gehért es einer anderen bekannten 
KiweiBgruppe an, oder 3. bilden die wasserlislichen Pflanzenproteine 
eine selbstandige charakterisierbare Gruppe / 

Grundbedingung zur Lésung dieser Fragen ist die gréBtméglichste 
Reinheit des zu untersuchenden Proteins, insbesondere in bezug auf 
seinen Elektrolytgehalt, der auf den allgemeinen Charakter des Proteins 
sehr stérend wirken kann. Diesem Zwecke diente die Anwendung der 
Elektrodialyse (E. D.), die von Dhéré! zuerst verwendet, von Pauli* 
aber praktisch brauchbar gemacht wurde und die seither von einer 
Reihe anderer Forscher* zur Reindarstellung wichtiger Biokolloide 
erfolgreich benutzt wird. Ihre ZweckmaBigkeit bei Untersuchung von 
Pflanzenproteinen ist aus Tabelle I ersichtlich. 

Als Arbeitsmaterial diente (Non-plus-ultra-)Weizen*, sowohl wegen 
seiner volkswirtschaftlichen Bedeutung als auch wegen des Umstandes, 
da8 sein wasserlésliches Protein — im Gegensatz zu denen der anderen 
Getreidesamen — noch am leichtesten von anhaftenden Gummi-, 
Schleim-, Mineralstoffen und Starke zu befreien ist; von letzterer 
durch langeres Stehen der Samen-Wassermischung, von ersteren durch 
dreimalige Fallung mit Ammonsulfat bzw. Dialyse. 

Die Proteinreindarstellung geschah wie folgt: Schroten des ge- 
reinigten Kornes, Feinvermahlung auf einer Laboratoriumsfeinmiihle 
nach Seck, Mischen mit destilliertem Wasser (im Verhaltnis 1: 4) in 
hohen Standzylindern und Uberschichten mit Toluol (Kah/baum- 
Praparat, frei von Schwefel). Zwélfstiindige Ruhe, wobei eine scharfe 
Trennung zwischen dem schwach gelb gefirbten Sol und dem Un- 
gelésten eintritt, weshalb ersteres leicht mittels Selbsthebers vom 
letzteren getrennt werden kann. Das Toluol wirkt girungshemmend 
und erlaubt dadurch eine Ausdehnung der Arbeit auf mehrere Tage. 
Andere Extraktionsmethoden [Verwendung eines Siebes mit Koliertuch 
(Osborne) oder neuerlicher Wasserzusatz oder Anwendung einer Presse} 
ergaben trotz gréBeren Arbeitsaufwands keine besseren Ausbeuten 
(Skg Mehl +- 32 Liter Wasser = 24 Liter Sol). Nach erfolgter Ab- 


' Ch. Dhéré und M. Gorgolewski, C. r. de la soc. de biol. 150, 934, 993, 
1910; Ch. Dhéré, Kolloidzeitschr. 41, H. 3/4, 1927; diese Zeitschr. 158, 
504, 1924. 

2 Wo. Pauli, diese Zeitschr. 152, 355, 1924 u. a. O. 

3 Literaturzusammenstellung Reitstétter, Kolloid-Zeitschr. 48, H. 1, 1927; 
M. Spiegel-Adolf, Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. IIT, Teil B, 8. 595. 

* Fiir die Uberlassung des Weizens bin ich dem Leiter der Versuchs- 
wirtschaft unserer Hochschule, Herrn o. 6. Prof. H. Kaserer zu Dank 
verpflichtet. 
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sittigung' des Sols mit Ammonsulfat, Abnutschen und Waschen (mit 
kalt gesittigter Ammonsulfatlésung) des Niederschlags auf einem 
Koliertuch, wurde wieder gefallt, gewaschen und nach einer weiteren 
Wiederholung dieses Vorgangs der nun kohlehydratfreie Niederschlay 
mit wenig Wasser zu einem diinnen Brei verrithrt und in mit Toluo! 
und destilliertem Wasser gereinigte Schweinsblasen — unter Druck 
1 Woche lang gegen stark flieBendes Leitungswasser und 4 Wochen 
lang — immer mit Toluol iiberschichtet — gegen destilliertes Wasser 
(taglich zweimal Wasserwechsel) dialysiert; nach Abfiltrierung des 
ausgeschiedenen Globulins wurde das dunkelrot gefirbte Sol durch 
Ultrafiltration konzentriert, wozu sich Filter aus 5° iger Kollodium. 
lésung (Alkohol: Ather = 1: 1) hergestellt, am besten eignen (Filtrate 
waren praktisch eiweibfrei und enthielten nur sehr geringe Mengen 
einer Proteose). Bei der nachfolgenden E. D. des Sols nach Pauli (1. ¢.) 
war zur Abgrenzung des Kolloids, aus Vorsichtsgriinden, an der Anode 
eine gereinigte tierische Blase (positive Membran), an der Kathoce 
dagegen eine (negative) Pergamentpapiermembran. Als Stromquelle 
diente Gleichstrom von 220 Volt mit anfanglicher Einschaltung (etwa 
12 Stunden lang) eines Zweilampenwiderstands; die Stromdichte betrug 
beilaufig |. Milliampere pro Quadratzentimeter; haufiger Wasser- 
wechsel erhéhte die Wirksamkeit; nach beiliufig 48stiindiger E. D. 
blieb die Leitfahigkeit praktisch konstant, worauf das noch immer 
braunrot gefarbte Sol in ausgedampften Flaschen aus Jenaer Glas, unter 
Toluol, wochenlang aufbewahrt wurde, ohne daB die geringste Triibung 
entstand. 

Tabelle I zeigt das Verhalten des Sols wihrend der Bearbeitung. 








Tabelle I. 

| Konzens esha 

Art der Behandlung: | tration 225 korr. Pu [Proteins 
‘ | g/Liter | | %F9 
Urspriingl. wasseriger Weizenextrakt1:4 1,935 | 1,.95.10-8 6,45 0,97 
Derselbe nach tiinfwéchiger Dialyse. . 0,590 | 832.10-5 6,56 0.54 
Nach Ultrafiltration*® .... . .. 0,720  144.10-4 661 O49 
Nach der Elektrodialyse. ...... 0,506 | 2,80.10-6 669 0,00 


* Es wurde nicht vdllig abfiltriert, sondern nur etwa ein Drittel der Fliissigkeit durch U!tra- 
filtration entfernt. 


Wie ersichtlich, enthalt der ,,wasserige’ Samenextrakt betrachtliche 
Mengen eines Globulins, die durch die im Samen enthaltenen und in 
Wasser leicht léslichen Salze geliést werden; erst in dem Mabe als diese 


1 Das Sol wurde mit Ammonsulfat ganz gesdttigt, um eventuell doch 
vorhandenes echtes Albumin zu erfassen. 





mit 
nem 


ren 
nlag 
luol 
: 

hen 
sser 
des 
irch 
um- 
rate 
gen 
. Cc.) 
ode 
ode 
elle 
twa 
rug 
ser- 
.D. 
mer 
nter 
ung 


ing. 


she« 
it des 
teins 


97 
of 
49 
i) 


Ultras 


iche 
d in 


liese 


loch 








Wasserlésliches Protein in Weizensamen. 323 


durch die Dialyse entfernt werden, fallt auch das Globulin allmahlich 
aus, 8o daB nach fiinfwéchiger Dialyse die Konzentration des Sols auf 
etwa ein Viertel der urspriinglichen gesunken ist. Daraus folgt, dab 
bei Samenproteinen ein vollig salz- und mithin globulinfreies Sol durch 
gewOhnliche Dialyse kaum erreichbar ist. Die qualitative Priifung 
der 0,54°,, betragenden Mineralstoffe dieses Sols ergab iiberwiegend 
PO,;~~, Ca** und geringe Mengen Fe*** nebst SiO,. Damit steht 
einerseits die Beobachtung Osbornes in Ubereinstimmung, da8 dem 
Leucosin stets mehr oder weniger Nucleoproteide anhaften, die erst 
nach zweimaliger Fallung mit Ammonsulfat und darauffolgende Hitze- 
koagulation des Sols zum gréBten Teile entfernt werden kénnen, 
andererseits die Fahigkeit des Pseudoglobulins, Kalk gelist zu halten'. 
Die E. D. erméglicht dagegen — ohne Denaturierung des Proteins 
in kurzer Zeit ein voéllig salz- und globulinfreies Sol herzustellen. Die 
auf elektrometrischem Wege ermittelten py-Zahlen zeigen eine be- 
friedigende Konstanz: Das Sol reagiert nur ganz schwach sauer, fast 
neutral. Die Léslichkeit des Proteins kann daher weder durch die 
Anwesenheit von Salzen noch durch die von Sauren und Alkalien 
bedingt sein. Der Einflu® letzterer wurde noch dadurch eliminiert, 
daB Proben des Sols, mit wenigen Tropfen n/100 Siure oder Lauge 
versetzt, keinerlei Triibungen zeigten; eine solche entstand auch nicht, 
wenn man das Sol im Vakuum bei héchstens 35° einengte. Die geringe 
Erhéhung der Leitfaihigkeit nach erfolgter Ultrafiltration ist auf die 
Einwirkung der Luftkohlensiure® und — in sehr geringem Mabe - 
auch auf die erhéhte Eigenleitfihigkeit des Kolloids infolge héherer 
Konzentration zuriickzufiihren. 

Eigenschaften des Sols. Verdiinnte und starke Essigséure allein geben 


weder eine Fiallung noch eine Triibung; erst auf Zusatz von verdiinnter 
Mineralséure (Salz- oder Schwefelsaure) tritt ein reichlicher Niederschlag auf. 

1'/,%ige Mineralséuren (Salz- oder Schwefelsiure) geben einen auch 
im Uberschu8 und beim Kochen kaum lislichen Niederschlag. 

Kalte konzentrierte Salzsiure erzeugt eine Fallung, die im Uberschul 
der Saéure léslich ist; kalte konzentrierte Salpetersiure gibt ebenfalls einen 
Niederschlag, der aber vom Uberschu®8 der Saure schwer und erst beim 
Kochen véllig gelést wird. 

1'/,%ige Lauge zeigt keinen EinfluB; erst beim Anséuern mit Essig- 
sdure tritt, durch das gebildete Acetat verursacht, Fallung ein. 

Bleiacetat allein fallt nicht. 

Die Fallungsgrenzen (Tabelle Il) wurden im allgemeinen nach Pick* 
bestimmt, jedoch mit dem Unterschied, daB das jeweilige Filtrat des 
Koagulums nicht mit 0,2 bis 0,3 cem gesattigter Salzlésung, sondern durch 


1 E. Fuld und K. Spiro, Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 154, 1900/01. 
2 M. Adolf und Wo. Pauli, diese Zeitschr. 152, 360 bis 372, 1924. 
3’ BE. P. Pick, Zeitschr. f. physiol. Chem. 24, 249. 
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Eintragen von festem Salz auf Ganzsattigung gebracht wurde, da infoly 
der geringen Konzentration des Sols an eine eventuell weitere Scheidun; 
in Eu- und Pseudoglobuline! nicht gedacht werden konnte. 

Samtliche EiweiSfarbreaktionen fielen positiv aus. 





Tabelle II. 
1 aoe “Untere | Obere 

Kalt ae Lésung von: Suieesegnese Anmerkung 
Ammonsulfat . ; 2.1 59 
Magnesiumsulfat — 3.8  Vollsattig. 
M d Nat Ifa t. 2.3 85 
rant Ag atriumsulfa re 3,5 Wind auch durch Vollsatigun: 

7 , . . . ya ta + a 4 
Natriumehlorid . 6.5 — _—— 
Athylalkohol . 2,3 9.0 Fallung jedoch nicht vollstandiz 


Spezifische Drehung. Infolge der Eigenfairbung und der geringen 
Konzentration des Sols konnten keine verlaBlichen Werte erhalten werden. 

Brechungszahl. Diese wurde mit dem Eintauchrefraktometer nach 
Ackermann (Zeiss, Jena) bestimmt. 





Brechungszahl t °C 
17,79 18 
16,00 25 
16,00 18 (fiir Wasser) 


Elektrische Ladung des Proteinsols. Zu ihrer Feststellung wurde die 
Wanderungsrichtung des Proteins im elektrischen Strome mit Hilfe des 
Uberfiihrungsapparats nach Landsteiner und Pauli* bestimmt. Um jedwede 
Stérung durch elektrolytische Produkte zu vermeiden, wurden unpolarisier- 
bare Elektroden (Cu in CuSO,) angewendet. Zur Vermeidung von Potential- 
spriingen an den Grenzen der Zwischenfliissigkeiten wurde das (proteinfreie | 
Ultrafiltrat des elektrodialysierten Sols zur Uberschichtung verwendet. 
Bei einer Spannung von 220 Volt, einer Stromstarke von 0,1 Milliamp. 
und einer Temperatur von 17 bis 18°C zeigte das Sol eine vollstandig 
eindeutig anodische Wanderung. 

Hitzekoagulation. Das native Sol zeigte bei 50° sehr schwache, soeben 
sichtbare Opaleszenz, die bei héherer Temperatur (69°) in eine milchige, 
deutlich erkennbare Triibung iiberging. Koagulation (Flockung) trat 
selbst bei 100° nicht auf. 

Wird das py des Sols mit Essigsiure und Natriumacetat auf 4,92 
gebracht und die Endkonzentration an Natriumionen n/100 gewahlt, so 
tritt bei 50° erkennbare Flockung auf. 

Isoelektrischer Punkt. Zur Feststellung dieses nach Michaelis® fir 
jeden EiweiSkérper charakteristischen Punktes wurde von dem verwendeten 





1 E. Marcus, Zeitschr. f. physiol. Chem. 28, 559 1899; EF. Fuld uni 

K. Spiro (l.c.); E. Freund und J. Joachim, ebendaselbst 36/37, 407, 1902/03. 
2 C. Landsteiner und Wo. Pauli, 25. KongreB fiir innere Medizin 1908. 
3 L. Michaelis, Nernst-Festschrift, S. 318. 
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Puffersystem Essigsiure—Natriumacetat eine arithmetische py-Reihe mit 
der Differenz 0,1 hergestellt, die einer geometrischen ag-Reihe mit 
dem Quotienten 1,2589 (log = 0,10000) entspricht. Wird die Endkonzentra- 
tion der Natriumionen n/100 gewahlit, die Dissoziationskonstante der 
Essigséure zu 1,86. 10-5 und der Dissoziationsgrad des Acetats mit 0,894 
angenommen, so kann man aus der Gleichung 


es = ay . 0,894 [Na-Acetat ] an 
(Hesigeiure) = 1,86. 10> 3.0805 . 10-3 


die jeweilige Menge Essigséiure berechnen, die zur Herstellung einer be- 
stimmten gewiinschten aq notwendig ist. 

Die Versuchsanordnung war in allen Fallen die folgende: In einer 
Reihe groBer Proberéhren aus Jenaer Glas wurden die mit geeichten Pipetten 
gemessenen Mengen Pufferlésung und Proteinsol in solechen Mengen ein- 
getragen, daB die Endkonzentration des Proteins 0,361°, betrug. Nach 
vorsichtigem Mischen (Schaumbildung) wurden mit diesen Lésungen die 
Versuche durchgefiihrt, vorher und nachher py elektrometrisch ermittelt. 

Bei der Bestimmung des Optimums der Hitzekoagulation wurden 
die Mischungen in einem elektrisch geheizten Thermostaten (Brutschrank) 
| Stunde lang auf 62° erhitzt, sodann das Koagulum durch Zentrifugieren 
(3500 Umdrehungen je Minute) vom Sol getrennt und nach dem Trocknen 
gewogen. 

Zur Bestimmung des Maximums der Alkoholfallung wurden zu_ je 
50 cem Protein-Puffergemisch 30 cem 96 °,iger Alkohol zugefiigt ; * ; Stunden 
nach dem Mischen wurde der Niederschlag wie bei der Hitzekoagulation 
weiterbehandelt. 

Die vor und nach der Hitzekoagulation gefundenen py-Zahlen stimmen 
mit den errechneten gut iiberein und sind auch untereinander nur wenig 
verschieden ; letztere durchaus etwas héher als erstere, womit die Tatsache 
in Einklang steht, daB beim Erhitzen einer beliebigen EiweiBlésung, die 
irgendwelche Salze, Saiuren oder Basen enthalt, die Reaktion der Lésung 
nach der alkalischen Seite hin verschoben wird'. GréBere Unterschiede 
zeigen dagegen die berechneten und gefundenen py-Werte bei der Alkohol- 
flockung; ihre Differenz betrigt etwa 0,5 py. Diese Abweichung diirfte 
durch den verhaltnismaBig hohen Gehalt an Alkohol (die Mischung enthalt 
37°,, Alkohol) verursacht sein, der nicht nur die Dielektrizitatskonstante 
des Sols, sondern auch die Dissoziationskonstante der Essigsiure und den 
Dissoziationsgrad des Acetats verandert. 

Die Elektrophorese wurde analog wie bei der Bestimmung der elektri- 
schen Ladung des nativen Sols durchgefiihrt. Das Sol und die dariiber 
stehende Pufferlésung waren in bezug auf Zusammensetzung und Kon- 
ventration des Regulators vollig gleichmaBig. 

Versuche, den isoelektrischen Punkt mittels der Viskositéts- und 
Oberflachenspannungsmessungen zu bestimmen, scheiterten. Der Grund 
hierfiir ist sicher zum Teil in der geringen Endkonzentration des Proteins 
zm suchen, hauptsichlich aber darin, daB die Sol-Puffermischungen, deren 
Pa-Werte in der Nahe des isoelektrischen Punktes gelegen waren, schon 
nach kurzer Zeit schwache Triibungen zeigten und daher die bei hydra- 
tisierten nativen Proteinen (Albumine, Glutin) vorziiglich anzuwendenden 
Methoden versagen muBten. Auf Grund der Tatsache, daB der Dispersitats- 
grad des untersuchten Proteins in der isoelektrischen Zone nicht sehr 


1 O. Cohnheim, Chemie der Eiwei®kérper, 8. 156. Braunschweig 1911. 
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hoch ist, also mehr den Charakter eines Suspensionskolloids zeigt, ve) 
suchte ich das Fallungsmaximum ohne Alkoholzusatz zu_ bestinume; 

muBte jedoch auch diese Versuchsreihe ergebnislos abbrechen, da di 
Triibungs- bzw. Flockungserscheinungen zu ungenaue Werte gaben, um 
daraus Schliisse ziehen zu kénnen. Die nach den verschiedenen Methode, 
ermittelten isoelektrischen Punkte stimmen —- wie die Tabellen III bis \ 
zeigen — geniigend genau iiberein. FaBt man die vier Werte (bei «l 

Alkoholflockung wurden beide Zahlen beriicksichtigt, da die experiment: 

ermittelten aus oben angefiihrten Griinden nicht zuverlassig erscheinen 
zusammen, so ergibt sich als Mittelwert fiir den isoelektrischen Punkt de- 
Proteins ein py = 5,10, ein Wert, der mit keinem der bisher ermittelte: 
isoelektrischen Punkte der Albumine! iibereinstimmt, bei einer geringer:) 
 gelegen ist und daher den Globulinen naher liegt. 


Tabelle 111. 


pu und Elektrophorese. 











Pu 
Nr. — oo Wanderuny 
berechnet gemessen 
1 5,50 5,55 anodisch 
2 5.40 5.45 wi 
3 5,30 5,32 es 
4 5,20 5,22 anodisch stirker als kathodiscl 
5 5,10 5,10* wecbselnd oder amphoter 
6 5,00 51 kathodisch starker als anodisc! 
7 4.90 4,92 kathodisch 
8 4.50) 4.81 “ 
9 4,70 4,72 - 
Tabelle 1V. 
pa und Hitzekoagulation. 
Pu 
Nr. gemessen gemessen mg Niederschla, 
berechnet vor nach 
| dem Erhitzen dem Erhitzen 
1 5,50 5.55 5,61 18,2 
2 5,30 5,32 5,36 18.9 
3 5,10 510 5,15 22.0 
4 5,00 5,01 5,06 26.3 
5 4,90 4,92 4,97* 26,5 
6 4,80 4,81 4.88 26,1 
7 4,70 4,72 4,78 24.9 
8 4,50 4.51 4.56 1.7 


1 S. P. L. Sérensen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 103, 192, 1918, fand tur 
sein mit ganz besonderer Sorgfalt gereinigtes Ovalbumin den isoelektrisehe: 
Punkt bei einem py 4,8. L. Michaelis und 7’. Nakashima, diese Zeitschy. 
148, 484 bis 491, 1923, fiir die Serumalbumine sechs verschiedener Ties 
arten py 4,7. 
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ve} Tabelle V. 
e pa und Alkoholfallung. 
di 
un 
der Pu Flockung 
— Nr — Tribung nach mg Niederschlay 
is \ berechnet gemessen Minuten 
dey 
— 1 5.50 6,08 8 13,3 
nen 2 5,30 5,85 7 13,8 
des 3 5,10 5,60 dh, 15,6 
Iter 4 5,00 5.59 Kx x > 5, 16, 
rel 5 4,90* 5,43* : 5 17,1 
6 4.80 5,29 < > 5u, 16,5 
7 4,70 5,22 51, 14.8 
8 4.59 5,01 ' 12'/, 12,9 
of) 4.20 4.70 0.0 
a= Wenn auch die spontane Flockungserscheinung beim untersuchten 
Protein-Puffergemisch gering ist, so miissen wir trotzdem das untersuchte 
Protein in jene Proteinklasse einreihen, zu deren Hauptrepriisentanten 
die Globuline, das Casein, Gliadin und Edestin zahlen, deren elektrisch 
neutrale Teilchen infolge ihres hydrophoben Charakters nicht lésungs- 
bestaéndig sind und deren isoelektrischer Punkt bei héheren py-Werten 
liegen als die der hydrophilen genuinen Proteine. 
| Elementaranalyse. C, H wurden nach Dennstedt, N nach Aieldahl 
’ bestimmt. Damit war das Sol aufgebraucht, so daB die Schwefelbestimmung 
entfallen muBte. 
Cc H N 
0 e 0 a v Py 
a 5141 7,28 16,11 
b 51,47 7,19 16,11 
— Mittel 51.44 7.24 16.11 
ae Sucht man nun auf Grund der mitgeteilten chemischen und 


physiko-chemischen Eigenschaften das wasserlésliche Protein im 
Weizensamen zu charakterisieren, d. h. die eingangs der Arbeit gestellten 
Fragen beziiglich seiner Nomenklatur zu beantworten, so ergibt sich 
zwanglos die Verneinung seines Albumincharakters und die Einreihung 
in die Gruppe der in ihren Eigenschaften so analogen tierischen Pseudo- 
globuline, wenngleich damit nicht behauptet werden soll, daB sie auch 
biologisch gleichartig sind. Diese Einteilung ist nicht willkiirlicher 
als die Annahme einer eigenen wohl definierbaren Gruppe; sie wahrt 
gleichzeitig das Interesse der Forschung, méglichst viele Eigenschaften 
on verschiedener Arten und Individuen auf dieselbe Ursache zuriick- 
zufiihren, da die EiweiBuntersuchung ohnehin durch die Vielseitigkeit 
und Mannigfaltigkeit der Proteinstoffe hinsichtlich ihres chemischen 
Aufbaus und ihrer physikalischen Zustandsianderungen erschwert wird. 
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Die Entscheidung der weiteren Frage, ob die wasserige Pseudo- 
globulinlésung des Weizensamens, analog den aus Serum gewonnenen 
Globulinen, ebenfalls stets in Form der Kombination Euglobulin (un- 
léslich in Wasser) plus Pseudoglobulin (léslich in Wasser) besteht 
welche Kombination nach den Untersuchungen Sérensen' in Form 
eines Gleichgewichts beider Globuline vorhanden ist, infolgedessen 
jede Pseudoglobulinlésung stets — wenn auch geringe — Mengen 
Euglobulin enthalten mu8, soll einer weiteren Untersuchung vor- 
behalten bleiben. 


Fiir die Uberlassung der zur Elektrodialyse notwendigen Apparate, 
sowie fiir das der Arbeit entgegengebrachte Interesse bin ich dem Vorstand 
des Instituts fiir medizinische Kolloidchemie der Universitat Wien, Herrn 
Prof. Dr. Wo. Pauli, zu groBem Danke verpflichtet. 


1 S. P. L. Sérensen, Journ. Amer. Chem. Soe. 47, 457 bis 469. 
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Weiteres iiber pflanzliche Oxydoredukase. 
Von 
D. Michlin. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Volkskommissariats fiir Gesundheits- 
wesen, Moskau.) 


(Eingegangen am 13. September 1928.) 


In einer friiheren Arbeit (1) berichtete ich iiber eine Methode 
zur Herstellung von aktiven und stabilen Praparaten der Oxydo- 
redukase aus Kartoffeln. Zwecks eingehenderer Untersuchung der 
Eigenschaften des Ferments schien ein Versuch angebracht, dasselbe 
soweit als méglich zu reinigen von Beimengungen, welche sein Ver- 
halten zu verandern vermégen. 


Methodik. 


500 g fein zerkleinerten Kartoffelbreies werden in 500 cem destillierten 
Wassers eingetragen. Durch rasches Versenken des Breies unter Wasser 
wird das Braunwerden verhiitet. Die Suspension wird 2 Stunden lang am 
Schiittelapparat geschiittelt, alsdann durch ein Koliertuch abgenutscht 
und mit dem dreifachen Volumen Aceton gefallt. Die klare Fliissigkeit 
wird abdekantiert, der Niederschlag auf einen Buchnerschen Trichter 
gebracht und auf Filterpapier abgenutscht. Sodann wird der Niederschlag 
auf dem Filter mit einer kleinen Menge wasserfreien Acetons gewaschen 
und nochmals abgenutscht. ‘Man preBt den braunen Niederschlag zwischen 
Filterpapier ab und ]4Bt ihn eine Zeitlang an der Luft stehen, bis sich der 
Acetongeruch verfliichtigt hat. 

Das auf diese Weise erhaltene feine graue Pulver wird alsdann in 
einer Reibeschale mit 100 cem n/400 HCl verrieben, in einen Erlenmeyer- 
kolben gegossen und 12 Stunden unter einer dicken Schicht Toluol stehen- 
gelassen. Sodann wird zentrifugiert, das Zentrifugat mit 2g Kohle (Carbo 
animalis Merck) behandelt und durch ein Faltenfilter filtriert. Die Be- 
handlung mit Kohle wird noch zwei- bis dreimal wiederholt, wobei man 
jedesmal durch dasselbe Filter filtriert, um unnétigen Fermentverlust 
dureh Absorption an Filterpapier zu vermeiden. Man erhalt so eine nahezu 
farblose Fliissigkeit, die sehr energisch in Gegenwart von Aldehyd Nitrate 
zu Nitriten reduziert. 

Durch Behandlung dieser Fliissigkeit mit dem doppelten Volumen 
Aceton wird ein farbloses, feines Pulver erhalten, das in Wasser leicht 
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léslich ist und, unter Petrolather aufbewahrt, seine oxydo-reduzierenden Eiger 
schaften unbegrenzt lange beibehalt. Ein solches Praparat ist zum Studiw 
der pflanzlichen Oxydo-Redukase gut geeignet. Es laBt sich jedoch, ahnlic!) 
wie die Milch-Oxydo-Redukase, noch weiter reinigen. Zu diesem Zweck 
wird die mit Kohle gereinigte und entfirbte Fermentlésung mit zwei Volume: 
Wasser verdiinnt, und die Fliissigkeit mit 1 Volumen einer 30%igen 
Suspension von Bolus alba versetzt. Man mischt gut durch, zentrifugiert 
und gieBt das Zentrifugat ab. Der Bodensatz wird zweimal mit Wasse: 
gewaschen und sodann 2 Stunden lang mit einer Menge 0,05 °,,iger Ammoniak 
lésung geschiittelt, die dem Ausgangsvolumen der Fermentlésung gleic! 
ist. Die Elution wird sodann nach dem von Sharsky und Michlin (2) fiir 
die Reinigung der Oxydo-Recukase aus Milch angegebenen Verfahren 
eingedampft. 


Quantitative Ergebnisse des Reinigungsprozesses. 


Die eingangs beschriebene Methode der Darstellung und Reiniguny 
der Kartoffel-Oxydoredukase ergibt Schwankungen von 2 bis 5°, 
die dem Verfahren an sich innewohnen; der Fermentgehalt des Kartoffel- 
breies unterliegt dagegen erheblich starkeren Schwankungen. 

Die weiter unten mitgeteilten Ergebnisse stellen aus einer groben 
Reihe von Versuchen herausgegriffene Beispiele dar. Die Messungen 
erfolgten mittels der Bachschen Nitratmethode (3), die mit der Oxydo- 
redukase aus Kartoffeln sowohl unter aeroben, wie anaeroben Be- 
dingungen positive Resultate ergibt. Die Bestimmungen wurden in 
Gegenwart von Phosphatpufferlésungen bei py == 5,9 ausgefiihrt, da 
dieser py-Wert fiir die Aktivitiat der Priaparate bei der Nitratreduktion 
optimal ist. 

1 g Kartoffelbrei — 2 com Puffer (pq 5,9) —- 1 com NaNO, (20°, ig) 
~ leem Acetaldehyd (5°,ig) ergaben anaerob binnen 1 Stunde 
1,22 mg NaNQ,. 

Die Trockensubstanz aus | g Kartoffelbrei (nach Eindampfen aut 
dem Wasserbad und Trocknen bis zur Gewichtskonstanz bei 105° () 
betrug 665 mg. Pro 1 g Trockensubstanz erhielten wir somit 


1000 : 
665 ~ 


Nach der Acetonfallung, Extraktion mit Salzsiiure und Bearbeitung 
mit Kohle erhielten wir eine Fermentlésung, die in 1 com 16 mg Trocken 
substanz enthielt. Die Aktivitaét dieser Lésung war eine derartige 
daB leem in | Stunde 1,53 mg NaNO, bildete. Pro 1g Trocken 
substanz ergeben sich also 95,62 mg NaNO,. Wie aus diesen Zahlen 
ersichtlich, wird die Aktivitaét durch die Reinigung mit Kohle nu 
auf das 52fache gesteigert. 

Im Vergleich zu den bei der Reinigung anderer Fermente erzielten 
Erfolgen, scheint diese Aktivitatssteigerung recht unbedeutend. Der 


22 mg = 1,83 mg NaNQ,. 
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unzweifelhafte Vorzug dieser Operation liegt in der Gewinnung von 
farblosen, unter entsprechenden Aufbewahrungsbedingungen (Petroleum- 
ither) haltbaren Praparaten. 

Die weitere Reinigung erfolgte, wie oben angegeben, durch 
Adsorption des Ferments aus der mit Kohle behandelten Lisung an 
Bolus alba mit darauffolgender Elution durch Ammoniak (0,05°,). 
Das Eluat enthalt 3.2 mg Trockensubstanz pro leem. leccem der 
Fliissigkeit bildet unter anaeroben Bedingungen binnen 1 Stunde 
079mg NaNO,. Bei der kombinierten Behandlung mit Kohle und 
Bolus geht folglich fast die Halfte (48 °,) des Ferments verloren. Wird 
dagegen die Aktivitat pro | g Trockengewicht berechnet, so ergibt 
sich eine Aktivititssteigerung um das 135fache. Selbstverstindlich 
wird auf diese Weise ein Priaparat erhalten, das von den beim Studium 
der Fermenteigenschaften stérenden Substanzen weitgehend befreit ist. 
Was den Fermentverlust betrifft, so kommt er dadurch zustande, dab 
bei der Kohlebehandlung neben den Farbstoffen auch ein Teil des 
Ferments mit entfernt wird. Bei der darauffolgenden Bearbeitung 
mit Bolus alba kommt es ebenfalls zu einem Verlust infolge unvoll- 
standiger Adsorption des Ferments aus der Léisung, sowie durch dessen 
unvolistandige Befreiung bei der Elution. 

Bemerkenswert ist dabei die Aktivititssteigerung durch die Ad- 
sorption. 

100 cem roher Fermentlésung werden viermal mit je 2 g Tierkohle 
behandelt. Die angewandte Kohle wird in 100 com Wasser suspendiert. 


A. leem unbehandelter Fermentlésung ergab 


ORGMRS « < « . . . . 0,28 mg NaNO, 
B. leem mit Kohle be Snntitnes Fe panneditennts 

Se eee . ~su se OD. Bae, 
C. leem der Kebdinenigendicn (enasls) ow « = QP CM 


Die Gesamtaktivitat (B-+- C) war folglich nicht unerheblich ge- 
stiegen (um 0,06 mg NaNO,). 

Durch Kochen wurden die Fermentlésungen und die Kohlen- 
suspensionen inaktiviert. 

Eine ahnliche iiberschiissige Aktivitét beobachteten wir auch 
bei der Adsorption an Bolus alba, wo fie Summe der Aktivititen des 
Adsorbats und der erschépften Lésung ebenfalls betrachtlich gréber 
war als die Aktivitaét der Fermentlésung vor der Behandlung. 


Reaktionskinetik. 


Obwohl uns die Kinetik der Fermentreaktion noch nicht be- 
rechtigt, itiber die Natur und die Spezifitat eines Ferments entscheidende 
Schliisse zu ziehen, gehért sie dennoch zu den charakteristischen Kenn- 
zeichen des Ferments. 
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Besonderes Interesse bietet die Kinetik der Oxydoreduktionen 
die durch die Kartoffel-Oxydoredukase katalysiert werden. Ich mécht« 
hier einige quantitative Daten gegeniiberstellen, die ich beim ver 
gleichenden Studium der Reduktion von Nitraten und von Methylen 
blau erhielt, zweier Substrate, die bei der Untersuchung der Oxydo- 
reduktionsreaktionen besonders haufig verwendet werden. 


Wie bereits von Bach (3) angegeben wurde, reduzieren wisserige 


ixtrakte aus Kartoffelbrei in Gegenwart von Aldehyden schon unter 
aeroben Bedingungen sehr energisch Nitrate zu Nitriten, sind aber 
gegeniiber Methylenblau vollstandig wirkungslos. Dasselbe konnte 
ich (1) an Extrakten aus dem getrockneten Fermentpraparat fest. 
stellen. Vor kurzem gelang es Bernheim (4), mittels eines von ihm 
hergestellten Praparats unter geeigneten Bedingungen eine geringe 
Menge von Methylenblau zu entfirben. Dabei wird neben streng 
anaeroben Arbeiten eine besondere und entscheidende Bedeutung 
dem py zugeschrieben. Eine Entfarbung wurde nur binnen einer auBer- 
ordentlich schmalen py-Zone von nicht iiber 0,5 beobachtet, wie sic 
in der Fermentpraxis selten anzutreffen ist. Fiir die Reduktion der 
Nitrate liegt die Wirkungszone des Ferments zwischen py = 3,0 und 
Pu = 8,6, innerhalb welcher Grenzen die Aktivitat nur geringe Schwan. 
kungen aufweist. 


Das auf oben beschriebene Weise hergestellte, durch Kohle ge- 
reinigte Praiparat hat im groBen und ganzen dieselben Wirkungs. 
grenzen, wie die von Bernheim angegebenen, mit dem alleinigen geringen 
Unterschied, daB das Optimum fiir die Nitratreduktion bei py — 5.‘ 
gelegen ist. Als wir bei diesem py die Reaktionsgeschwindigkeit der 
Reduktion von Nitraten einerseits und von Methylenblau andererseits 
unter dem EinfluB der Kartoffel-Oxydoredukase quantitativ —be- 
stimmten, ergab sich ein erheblicher Unterschied zwischen beiden 
Reaktionsgeschwindigkeiten, der bei der tierischen Oxydoredukase 
nicht vorhanden ist. Bei dem fiir die Nitratreduktion optimalen py 
wird Methylenblau itiberhaupt nicht entfirbt; aus diesem Grunde 
wurden vergleichende Versuche bei verschiedenem py angestellt. 

Es muB hervorgehoben werden, daB auch mit Kartoffel-Oxydo- 
redukase die Ausbeute an Nitrit durch anaerobe Versuchsbedingungen 
um das Vielfache gesteigert wird, wie dies von Haas und Hill (5) fir 
die Oxydoredukase der Milch nachgewiesen wurde. 

Eine Reihe von je 50 ccm fassenden Reagenzglasern wird beschickt 
mit je 10cem Fermentlésung, 10 ccm Phosphatpuffer (py = 5.\) 
16g NaNO, und 5ccm Acetaldehydlésung (5°, ig). 

Eine zweite Reihe mit: 10 ccm Fermentlésung — 10 ccm Puffer 
léisung pu = 7.3 + Seem Acetaldehyd - 2 ccm Methylenblaulésung 











*n 


ite 


lo- 


ige 
ter 


yer 


St - 
im 
se 
ng 
ng 
eT - 
sie 
ler 
nd 
Ln. 


ZS: 
en 
0 


ler 


pe - 
len 
Ase 


Pu 
ide 


lo- 
ren 
fair 


) 


er 
ny 





Pflanzliche Oxydoredukase. 333 


'/900): Samtliche Reagenzglaser werden zuvor peinlichst evakuiert, 
mit Wasserstoff durchspiilt und mit diesem Gase gefiillt. 

Die Flissigkeit wird durch Trichter hineingegossen, die durch 
die Stopfen in die Glaser hineinragen. Dabei wird sorgfaltig darauf 
geachtet, daB keine Luft in die Glaser gerit. 








Mit Nitrat (A) Mit Methylenbleu (B) 
J i reduziert ubertragen ubertragen 
Nr. Zeit NaNO, H. i entfarbt H, ge A'B 
mg mg mg mg 

1 55’ 19,1 0,454 0,4 0,002 227 
2 72’ 20,6 0,490 0.4 0,002 245 
3 58’ 20,5 0.488 0,4 0,902 244 
4 67’ 21,2 0,504 0,4 0,002 252 
5 70’ 22.6 0.538 04 0,002 269 


Der gleiche Versuch mit Oxydoredukase aus Milch: 

In jedes Reagenzglas kommen 10 ccm Oxydoredukase aus Milch; 
l0cem Pufferléisung py = 7,4; 5cem Acetaldehyd (8% ig) und 1,6 g 
NaNO, oder 3,5 ccm Methylenblauldésung ('/55.). Wie im obigen Ver- 
suche werden die Proben bei 45° in Wasserstoffatmosphiire stehen- 
gelassen. 














Mit Nitrat (A) Mit Methylenblau (B) 
Nr. Zeit NaNO. —— entfirbt ogee AB 
mg mg mg my 
1 56’ 1,62 0.038 7 0,089 0.97 
2 64' 1.87 0,044 7 0,039 lt 
3 58’ 1,76 0,042 7 0.039 1.07 
4 5D’ 1.72 0,041 7 0.039 1,05 
5 66" 1,96 0,049 7 0,089 1,25 


Wahrend die Reduktionsgeschwindigkeiten der Nitrate und des 
Methylenblaues unter dem EinfluB8 der Milch-Oxydoredukase an- 
nahernd gleich sind, ist die Geschwindigkeit dieser Reaktionen in 
Gegenwart des pflanzlichen Ferments von ganz verschiedener GréBen- 
ordnung. 

Die Geschwindigkeit der Nitratreduktion ist beim pflanzlichen 
Ferment etwa 250 mal so groB wie die Methylenblaureduktion. 


Wirkung von KCN, 


Bernheim fand, dafB KCN in Konzentration iiber m/300 die Ent- 
farbung von Methylenblau im Versuch mit Kartoffel-Oxydoredukase 
hemmt. Es war von Interesse, die Wirkung des Cyanids auf tierische 
und pflanzliche Oxydoredukase zu vergleichen. 
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Zu den Versuchen mit Milch-Oxydoredukase verwendete _ ic! 
verdiinnte Lésungen des nach der Methode von Sharsky und Michliy 
zu verschiedenen Zeiten und aus verschiedenen Buttermilchlieferunge), 
hergestellten Ferments. Die Lésungen von Kartoffel-Oxydoredukase 
wurden nach dem eingangs beschriebenen Verfahren hergestellt und 
mit Kohle gereinigt. Die Versuche erfolgten bei 45° unter anaeroben 
Bedingungen. 

Jedes Reagenzglas wurde beschickt mit einer Mischung von | ccm 
Fermentlésung -|- 2ccm Pufferlésung py 7,3 +- 2 cem Acetaldehyd (3 °, ig 
+ leem Methylenblau mit oder ohne Zusatz von 1 cem m/50 KCN. 
Lésung. 

Milch-Oxydoredukase. 


1. Mit KCN entfairbt.. . . . . nach 13 Minuten 
Ohne KCN entfarbt....... ., 12 

ee OS eee eee ee 5 
Ohne KCN entfirbt. ...... = ., 6 

3. Mit CW emifiebt. . . . 2. 12 + 4 
Ohne KCN entfarbt. ...... 4, 4 


Kartoffel-O xydoredukase. 


l. Ohne KCN entfarbt. . . nach 2 Stunden 45 Minuten 
2. KCN es e Leste ae ee ms 15 
2 KCN os ae “ 34 = 


Die Proben mit KCN-Zusatz blieben auch nach 8 Stunden noch 
gefarbt. 
Wirkung von Alkalien. 


Bei der Xanthinoxydase, die aus vielen Griinden als mit dem 
Schardinger-Enzym identisch anzusehen ist und die folglich die Milch- 
Oxydoredukase vorstellt, haben Dixon und Thurlow (6) eine besonders 
hohe Empfindlichkeit gegeniiber Alkalien nachgewiesen. Das Ferment 
wird nimlich bei pg > 9,5 irreversibel inaktiviert. Da bei dem jiingst 
von Bernheim beschriebenen Reinigungsverfahren fiir Kartoffel-Oxydo- 
redukase das Ferment mittels 5°,iger Sodaliésung eluiert wird, war es 
von Interesse, die Wirkung von Alkalien auf die Nitratreduktion zu 
prifen. Zu l0ccm geléster Milch- oder Kartoffel-Oxydoredukase 
wurde 0,1 g festes NaHCO, (Kahlbaum) zugesetzt. Diese alkalische 
Fliissigkeit wurde neben einer Kontrollprobe ohne jeglichen Zusatz 
12 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen. 

Alsdann wurden beide Portionen mit je 20 cem Phosphatpuffer 
(m/3, pu = 5,9) versetzt und je 1 cem der Mischungen fiir die Nitrat- 
probe entnommen. Jedes Reagenzglas enthielt 1 cem Fermentlésung 
+ leem NaNO,-Lésung (12% ig) +- 1 cem Acetaldehyd (2° ig). Die 
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Reagenzgliser kamen auf |, Stunde ins Wasserbad bei 65°; das ent- 
standene Nitrit wurde nach Jlosvay-Lunge bestimmt. 


Milch-Oxydoredukase nicht alkalisiert bildete . . 0,052mg NaNO, 


- alkalisiert bildete . . . . . 0 
Kartoffel-Oxydoredukase nicht alkalisiert bildete . 0,184 mg NaNO, 
o» alkalisiert bildete . . . 0,176 ,, NaNO, 


Bereits durch 1°%,ige Bicarbonatlisung wird also die Oxydo- 
redukase der Milch vollstandig und irreversibel inaktiviert, wihrend 
das pflanzliche Ferment fast gar nicht beeinfluBt wird. Stirkere 
alkalische Lisungen, z. B. 3 °,ige Sodalésung, schidigen die Wirksam- 
keit der Kartoffel-Oxydoredukase betrichtlich. 


Uber die Eigentiimlichkeiten der pflanzlichen Oxydoredukase. 


Unter gewissen, recht eng begrenzten Bedingungen sind mit Kohle 
gereinigte (und nur solche) Praparate der Oxydoredukase derKartoffeln 
imstande, in Gegenwart von Acetaldehyd geringe Mengen von Methylen- 
blau zu entfarben. 

Dies veranlabt uns, nochmals die Frage nach dem Wirkungs- 
mechanismus des pflanzlichen Ferments aufzuwerfen. — v. Luler (7) 
bemerkt mit Recht, daB das Aziditatsoptimum der Reaktion nicht dem 
Enzym allein zukommt. Dixon und Thurlow haben fiir das Ferment 
der Milch gezeigt, daB die Reduktion von Methylenblau in Gegenwart 
von Aldehyd wie von Purinen in einem pg-Bereich zwischen 5,5 und 9,0 
mit nahezu gleicher Geschwindigkeit verlauft. In diesen Grenzen 
liegt anscheinend die Zone der fermentativen Entfairbung des Methylen- 
blaues in Gegenwart eines Wasserstoffakzeptors (Aldehyd, Purin- 
basen u. a.). Indessen gelingt die Entfarbung von Methylenblau mit 
dem Ferment der Kartoffeln auBerhalb der schmalen Zone zwischen 
pa = 7,3 und pa = 7,8 nicht. Und auch in diesem Bereich bleibt die 
Reaktionsgeschwindigkeit der Methylenblaureduktion weit hinter der 
Geschwindigkeit der Nitratreduktion zuriick. Ein und dasselbe Ferment 
kann allerdings verschiedene Reaktionen mit ungleicher Geschwindig- 
keit katalysieren. Aus den oben mitgeteilten quantitativen Ergebnissen, 
die mit den qualitativen Folgerungen von Dixon und Thurlow iiber- 
einstimmen, geht aber hervor, dab bei der Oxydoredukase der Milch 
ein vollstandiger Parallelismus zwischen den Reaktionen der Methylen- 
blau- und der Nitratreduktion vorliegt. Ein solcher Parallelismus ist 
bei der pflanzlichen Oxydoredukase nicht vorhanden. 

Noch durch eine ganze Reihe weiterer Eigenschaften unterscheidet 
sich die pflanzliche Oxydoredukase von der tierischen, so durch ihr 
Verhalten gegeniiber KCN und gegeniiber Alkali und zuletzt durch 
ihre Indifferenz fiir Xanthin und Hypoxanthin. Keines der bisher 
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gewonnenen Priaparate der Kartoffel-Oxydoredukase wirkt auf di 
Purinbasen ein. Keine der aufgezaihlten Eigentiimlichkeiten im einzelne 
kann Veranlassung geben, die Frage nach der Spezifitaét des Ferments 
als endgiiltig entschieden anzusehen. Insgesamt weisen sie auf ei: 
zurzeit unerklarliche Verschiedenheit zwischen den Fermentsysteme) 
der tierischen und der pflanzlichen Oxydoredukase hin. Diese Ve 
schiedenheit kann sowohl das Enzym als solches oder etwaige Trager 
substanzen betreffen. Durch die letzten Arbeiten v. Eulers (7) ist 
erwiesen, wie groB die Bedeutung von Coenzymen bei den Vorgiingen 
der fermentativen Oxydoreduktion ist. Es kénnte sein, daB auch in 
unserem Falle die Klairung des Ritsels im mangelnden Gehalt des 
pflanzlichen Fermentsystems an irgend einem Coenzym zu suchen ist 
Aber auch dann miiBten wir den Unterschied zwischen dem Wirkungs 
mechanismus der tierischen und der pflanzlichen Oxydoredukase eine 
Verschiedenheit des Fermentsystems als solcher zuschreiben. 


Zusammenfassung. 

1. Eine Methode der Herstellung weitgehend gereinigter Priparat: 
der Kartoffel-Oxydoredukase wird beschrieben. Der Reinigungsgra:! 
wird quantitativ durch Berechnung der Aktivitiét pro 1 g Trocken 
substanz bestimmt. 

2. Es wird die relative Reaktionsgeschwindigkeit der Nitrat- wo 
Methylenblaureduktion durch Priaparate tierischer und _pflanzliche: 
Abstammung untersucht. 

3. Diskussion der Frage der Verschiedenheit der Fermentsysten 
der pflanzlichen und tierischen Oxydoredukase. 


Literatur. 


1) Michlin, diese Zeitschr. 185, 216, 1926. — 2) Sbarsky und Michi) 
ebendaselbst 174, 116, 1926. — 3) Bach, ebendaselbst 52, 412, 1923. 
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Untersuchungen an elektrolytfreien wasserléslichen Proteinen. 


VIL. Mitteilung: 
Hydratation und Ladungsvorzeichen der Proteinionen. 


Von 
Wolfgang Pauli. 
Nach Versuchen mit F. Blank und J. Frisch. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 13. September 1928.) 
Mit 15 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Die von Pauli seit 1909 vertretene Anschauung, dab die Bildung 
der mehrwertigen Proteinionen, welche bei der Reaktion eines Proteins 
mit Saure und Lauge durch Aktivierung von NH, und COOH-Gruppen 
erfolgt, mit einer Steigerung der Hydratation einhergeht und daB 
diese, viele Zustandsmerkmale der Proteine bestimmende, Hydratation 
infolge des Verlustes der freien Ladung der Proteinionen im Siure- 
bzw. Laugeiiberschu8 wieder zuriickgeht, konnte in den vorausgegan- 
genen Arbeiten dieser Reihe von Frisch-Pauli-Valké* und Pauli-Wit? 
durch sorgfaltige Messungen der Aktivitat und Leitfahigkeit des Protein- 
salzes auf der einen und der Viskositat desselben auf der anderen Seite 
unter Riicksichtnahme auf die neuere Theorie der starken Elektrolyte 
bekraftigt werden. In der letztangefiihrten Untersuchung wurde 
schon darauf hingewiesen, daB auf diesem auch fiir die allgemeine 
Kolloidchemie und Elektrothemie wichtigen Gebiete neben der Fest- 
stellung der Hauptziige noch zahlreiche Einzelheiten der Erscheinungen 
einer weiteren Erforschung harren. 


1 Diese Zeitschr. 164, 401, 1925. 
2 Ebendaselbst 174, 308, 1926. 
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In dieser und anschlieBenden Untersuchungen sollen nun aus de: 
verwirrenden Fiille der Besonderheiten einige Fragen herausgegriffe:, 
und einer experimentellen Priifung unterworfen werden. Zunichst 
sind es die folgenden: 


,.Welchen Einflu8 hat das Vorzeichen der Ladung auf die in der 
Viskositaét zum Ausdruck kommende Hydratation der Proteinionen ’ 
Von welchen Umstanden hangen die groBen Unterschiede in der Hihe 
und dem Gang der Viskosititskurve bei den verschiedenen Pro 
teinen ab ¢* 

Unserer Erfahrung erreichbar sind die Gesamtladung und vielfac! 
auch die freie Ladung der Proteinionen, wenn wir darunter die Differeny 
der Gesamtladung und des durch elektrometrische Messung als inaktiy 
festgestellten Anteils der zugehérigen Gegenionen verstehen. Somit. ist 
der Gang dieserWerte mit steigendem Siaure- und Alkalizusatz und das 
entsprechende Verhalten der Viskositat bekannt, die hier als Ma® der 
Teilchenhydratation betrachtet werden kann. Da die Hydratation 
das Ergebnis der elektrostatischen Wechselbeziehung der Teilchen. 
oberfliche mit den Dipolen des Wassers und den Effekt einer mole 
kularen Nahewirkung darstellt, vermittelt uns die Kenntnis der Hydra. 
tation auch gewisse Aufschliisse tiber die Oberflache der Proteinteilchen 
Hier beriihren sich kolloidchemische Erfahrungen mit wichtigen 
vorlaufig auf anderem Wege kaum zuganglichen Problemen der Kon 
figuration der verschiedenen Proteine. Naturgemaif kénnen die hier 
mitgeteilten. Beobachtungen nur erste Schritte in dieser Richtung 
vorstellen. 

1. 


a) Herstellung der Sole. 
Hamoglobin. 


Etwa 3 Liter Blutkérperchensediment aus Pferdeblut wurden mit der 
gleichen Menge physiologischer Kochsalzlésung gewaschen und nach der 
Sedimentation (24 Stunden) der Blutkérperchenbrei unter Zusatz von 
etwas Ather bei 35°C hamolysiert. Hierauf wurde das Hamoglobin in 
der Kaltemischung auskristallisiert, abgesaugt und gewaschen. Der Krista!! 
brei wurde in Wasser gelést und gleich zur Elektrodialyse verwendet. Der 
Trockengehalt des Sols betrug 4,75% (bei 110°), die spezifische Leit- 
fahigkeit beim Stehen an der Luft 2,6 . 10-5 rez. Ohm. 


Seralbumin. 


Es wurden zwei Sole in der gleichen Weise hergestellt. Aus 3 Litern bzw 
5 Litern Pferdeserum wurde zunichst durch Drittelséttigung mit Ammon 
sulfat das Euglobulin, dann durch Halbsaéttigung das Pseudoglobuli: 
(s. unten) abgetrennt und schlieBlich durch véllige Sattigung das Se: 
albumin ausgefallt. Dieses wurde in Wasser gelést und 3 Wochen lany 
im Faltendialysator gegen destilliertes Wasser bis zur spezifischen Leit 
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‘ahigkeit 3,5 bzw. 4,2 . 10—* rez. Ohm dialysiert. Durch die darauffolgende 
vorsichtige fiinf- bzw. sechstagige Elektrodialyse waren die Sole weit- 
yehend von Elektrolyten befreit. 





Sol I Sol Il 
Trockengehalt a? a a Se ee ae Se oe a ee 1,76 % 3.14%, 
Spezifische Leitfahigkeit (unkorrigiert) . 5,1. 10-8 1,9.10-° r. 0. 
Pseudoglobulin. 


Das wie oben beschrieben aus Pferdeserum ausgefillte Pseudo- 
globulin wurde in Wasser gelést, nochmals umgefallt und durch einwéchige 
Dialyse im Faltendialysator und darauffolgende fiinftagige Elektrodialyse 
gereinigt. Trockengehalt des Sols bei 110°C 2,00, spezifische Leitfaihig- 
keit 3,60. 10—* rez. Ohm. 

Glutin. 


50 g Gelatine ,,Goldmarke“ wurden eine Woche lang bei taglich mehr- 
maligem Wasserwechsel mit destilliertem Wasser gewaschen, hierauf bei 
35° C geschmolzen und durch sorgfaltige viertagige Elektrodialyse gereinigt. 
Es wurden zwei Sole erhalten. 





Sol I Sol Il 
WE ke wis 8 MS 6,20 %o 1,018 %/, 
Spezifische Leitfahigkeit . ...... 8,2.10-5 43.10-° r. 0. 


Der Abbau des Glutins zur Herstellung elektrolytfreier Glutosen wurde 
dureh Erhitzen des véllig gereinigten Praparats im Autoklayen auf 120° C 
durchgefiihrt. ®urch versqhieden lange Erhitzungsdauer konnten mehr 7 
oder weniger abgebaute Glutinsole erhalten werden, Geren Trockengehalt 
vor den viskosimetrischen Messungen bestimmt wurde. Zur Messung 
kamen folgende Abbaustufen des Glutins. 


Sol A: 3,10% Trockengehalt, 
1. nicht erhitzt, 
2. 10 Minuten bei 120°C, Glutose I, 
3. 30 - » 120°C, ne Il. 
Sol B: 1,01°%, Trockengehalt, 
1. nicht erhitzt, 
2. 1 Stunde auf 120°C. 


b) Methodik. 


Zu den viskosimetrischen Messungen diente das Ostwaldsche Viskosi 
meter, wobei je nach der Zahigkeit des gemessenen Sols Wasserdurchflu8- 
zeiten zwischen 130 und 780 Fiinftelsekunden in Anwendung kamen. 
Die Messungen wurden im durchsichtigen Thermostaten mit elektrischer 
Regulierung vorgenommen. Die Versuchstemperatur betrug bei Glutin 
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35°C, bei allen iibrigen Solen 25°C. Sol und Zusatzfliissigkeit wurd: 

zu gleichen Teilen in Reagenzréhrchen gemischt, einige Stunden bei de; 
MeBtemperatur stehengelassen, um den bei manchen Solen bestehende; 
zeitlichen Gang der Viskositét zu eliminieren, und dann die Messunge: 
vorgenommen. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus je vier Be 
stimmungen mit derselben Viskosimeterfiillung, bei manchen Solen auc! 
aus je zwei verschiedenen in gleicher Weise hergestellten Fiillungen. F- 
zeigte sich, daB bei allen gemessenen Solen die DurchfluBzeiten hinreichen:| 
reproduzierbar waren. Die erreichte Genauigkeit betrug in den schlechtesten 
Fillen + #/, Sekunden Differenz bei derselben Fliissigkeit. Bei den 
Messungen unter Zusatz von Coffein wurden die entsprechenden Menge 
Coffein. pur. eingewogen und in der Zusatzséure gelést. 

Die potentiometrischen Messungen der Wasserstoffionenaktivitaten 
in den Solen wurden mit der drehbaren Wasserstoffelektrode von Paul) 
und einer Normalkalomelelektrode als Bezugselektrode durchgefiihrt 
Sol und Zusatzfliissigkeit wurden in Eprouvetten gemischt und in dic 
Wasserstoffelektrode eingefiillt. Als Zwischenfliissigkeit kam gesittigte 
KCl-Lésung in Anwendung. Aus den gefundenen E. M. K. wurden dic 
Aktivitéten der H- und OH-Ionen nach den Tabellen von Matula au 
der Nernst-Lewis schen Formel berechnet. Die zur Berechnung der Protein 
salznormalitaten nétigen Aktivitatskoeffizienten von HCl und NaOH 
stammen aus den Arbeiten von Scatchard und Harned. Das Berechnungs- 
verfahren ist in den Arbeiten von Frisch, Pauli und Valké und Pauli-Wi 
(l. c.) naher ausgefiihrt. 


Il. Versuche mit F. Blank. 
a) Seralbumin. 


Der sicheren Vergleichbarkeit wegen wurden fiir das verwendete 
wie die Leitfihigkeitswerte zeigen, sehr weitgehend gereinigte Ser- 
albun.in die H-Aktivitaten bei Saurezusatz neuerlich bestimmt und 
die an so reinem, véllig globulinfreiem Serumalbumin bei Alkalizusatz 
noch nicht ausgefiihrten H-Messungen vorgenommen. Dieselben sind 
in den folgenden Tabellen I und II wiedergegeben, welche auch dic 
unter Proteinsalzbildung aufgenommenen Saure- und Basenaéquivalente 
d. i. die Normalitit des Proteinsalzes n™, in der letzten Reihe enthalten 
Abb. 1 zeigt die graphische Darstellung der n" Werte. 


Tabelle 1. (Abb. 1.) 
H’-Aktivitaiten von 0,88% Seralbumin + HCl. 





aa in’ Millivott Pu — a. 198 
0 620,0 5,7917 0,001 62 
05.1072 489.5 3.5456 0,285 4,71 
1,0 451.0 2'8830 1.31 8.63 
2.0 409.0 2.1601 6,92 12,41 
3,0 889,2 1.8193 15,2 12,9 
4.0 878.3 1,6316 23.4 13.0 


5,0 370,0 1,4888 32.4 12.9 
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Tabelle II. (Abb. 1.) 
OH’-Aktivitaten von 0,88°%, Seralbumin + NaOH. 




















what ta Militeatt Pou Ao - 10° n'" 193 
0 620.0 — - 
05.1072 844.0 4.4179 0,0382 4.96 
1,0 937.0 2.8171 1,52 8.44 
2.0 976.5 2.1373 7,29 12.6 
3.0 994,2 1.8326 14,7 13,4 
4,0 1004.5 1,6553 22.1 13.9 
5.0 1012.5 1.5176 30.4 14,0 
8 
Mk - Prot 
Lys 
we \yn* Prot -C/ 
0 + 
! 
5 + + 
Ss 9 2 3 +O nA 
NoOH 
: Abb. I. 


Die Versuche zeigen, da bis zum Zusatz von etwa 1,5. 107? n 
Saure oder Lauge die Bindung derselben, also die Gesamtladung der 
entstandenen positiven oder negativen Proteinionen, die gleiche ist, 
dann wachst die Laugeaufnahme stirker als die Siurebindung. Be- 
rechnet man das Bindungsmaximum fiir 1 g Seralbumin, so betrigt 
es 147.105 n Saure und 160.1075 n Alkali. Es stehen hier somit 
mehr Carboxylgruppen als Aminogruppen fiir die Reaktion der Salz- 
bildung zur Verfiigung. AnschlieBend an diese Aktivitatsmessungen 
wurden entsprechende Bestimmungen der Viskositat in diesen Protein- 
salzlésungen ausgefiihrt. Die vor Jahren am Institut eingehend studierte 
Viskositatserhéhung durch die Proteinionenbildung wurde von Pauli 
auf eine gleichzeitige starke Hydratation der vielwertigen Protein- 
ionen bezogen, die wir heute als elektrostatische Wechselwirkung mit 
den Dipolen des Wassers auffassen miissen. Der Zusammenhang dieser 
Viskositatssteigerung mit der freien Ladung der positiven Protein- 
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ionen wurde in einer gréBeren Untersuchungsreihe von Frisch- Paul; 
Valké und Pauli-Wit fiir die Kombinationen Seralbumin, Ovalbumi: 
und Glutin mit verschiedenen Sauren sichergestellt. In den vorliegenden 
Versuchen ergibt sich nun die Méglichkeit, die Viskositaten und damit 
die Hydratationsverhaltnisse von positiven und negativen Protein 
ionen gleicher GréBe und Wertigkeit miteinander zu vergleichen. Dic 
nichste Tabelle III gibt die Viskosititen des gleichen reinen Ser 
albumins bei Zusatz von Saure bzw. Lauge an. 


Tabelle III. (Abb. 2.) 


Seralbumin 0,88 %, ty = °77/;see, 25°C. 





n HCl I t n = tity n NaOH t n = tite 


0 633 1,099 0 633 1,099 
0,5. 10-2 715 1,240 05.1072 634 1,100 
1,0 796 1,380 1,0 675 1,170 
2,0 783 1,358 2,0 783 1,358 
3,0 744 1,292 3.0 788 1,368 
4,0 723 1,254 4,0 776 1,346 
5.0 700 1,214 5.0 769 1.334 

















3 +07 Hi. 
Abb. 2. kody 


Die Viskositatsmessungen zeigen sowohl bei Saure- wie bei Alkali. 
albumin ein Maximum, und diese Maxima liegen annahernd gleich 
hoch. Dagegen ist der Anstieg der Viskositaét bei Saure- und Lauge 
zugabe ganz verschieden. Im ersten Falle erfolgt er steil, im zweiten 
anfangs sehr sanft, dann starker, wobei ein S-formiger Kurvenverlauf 
resultiert. Die Umkehr bei Uberschreiten des Optimums, welche nach 
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den angefiihrten Untersuchungen dem Uberwiegen der Inaktivierung 
der Gegenionen durch die hochgeladenen Proteinionen entspricht, 
liegt fiir die Saure beim Zusatz von 1,25. 107? n HCl entsprechend 
einem py ~ 2,70, wihrend das Reibungsmaximum fiir Lauge bei 
etwa 2.5 .1072n NaOH gelegen ist, also einem poy ~ 2,00 entspricht. 


Legt man zum Zwecke einer Schitzung das von S. P. L. Sérensen 
fir das Seralbumin angenommene Molekulargewicht 45,000 zugrunde. 
so ermittelt sich fiir das positive Proteinion eine maximale Wertigkeit 
von 67, fiir das negative von 73. Bei Zusatz von 5 . 107% n Lauge oder 
Saiure ergibt sich unter praktischer Gleichheit der freien Ladung eine 
mittlere Wertigkeit von 20, bei welcher das negative Ion eine kaum 
merkliche Viskositatsvermehrung erkennen laBt, wihrend das positive 
bereits die Halfte des maximalen Reibungsanstiegs erreicht hat. Auch 
beim Abfall der Reibungskurve im Saure- bzw. Laugeniiberschul 
prigt sich ein starker Unterschied aus. Der Abstieg erfolgt bei der Lauge 
weit sanfter als bei der Siaure, ein Verhalten, das erst durch die 
Kenntnis des Ganges der Inaktivierung der Gegenionen der Protein- 
ionen in beiden Fallen naher aufzukliren ware. Versuche dieser Art 
sind im Gange. 

Einen bemerkenswerten Einblick in das Zusammenspiel von 
Aktivierung neuer R .COO~-Gruppen im EiweiBmolekiil bei wachsendem 
Laugezusatz einerseits und der zunehmenden Inaktivierung der Gegen- 
ionen (beim AlkalieiweiB der Kationen) andererseits gewahren Unter- 
suchungen von verschiedenen, nahezu gleich starken einsiurigen 
Laugen, deren Kationen sich durch ihr Atomvolumen unterscheiden. 
Zu diesem Zwecke wurden die Hydroxyde der nach wachsendem Atom- 
volumen geordneten Reihe Li, Na, K, N(CH,), gewahlt. 


Die folgenden Tabellen IV, V und VI enthalten die 9-Werte fiir 
die drei untersuchten Konzentrationen, 1,57, 0.942 und 0,628°,, Ser- 


albumin. 
Tabelle 1V. (Abb. 3.) 


Seralbumin 1,57%, te = °77/, see, 25°C. 








LiOH } NaOH KOH N(CH,), OH 

oe. (J ee — 

t ” t " t % Ul vy) 

" I 

0 672 1,166 _ — | — 

0,5 681 1,180 685 1,188 | 680° 1,180 680 1,180 
1.0 704 1,220 703 s«1,218 700 1,214 700 1,214 
2.0 728 1,264 778 1,350 765 1,328 785 1,362 
3,0 845 1,466 914 1,585 915 1.586 915 1,586 
40 874 1,514 992 1,718 988 1,712 98S 1,712 


5,0 880 1,526 923 1,600 945 1,639 970 1,682 
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Tabelle V. (Abb. 4.) Seralbumin 0,942, tg = °77/, sec, 25°C. 





LiOH NaOH KOH N(CH 3),OH 

_ 102 = aniatnapapaites - aa SS ntieiiihiaiaititinentiets i ee 

% t ¥ t y t " t " 
0 647 1,122 _ - — 

0,5 652 1,130 652 1,133 651 1,131 677 1,174 
1,0 656 1,138 665 1,152 660 1,144 682 1,182 
2.0 720 1,250 770 1,336 760 1,320 775 1,344 
3,0 803 1,394 792 1,373 790 1,370 790 1,370 
4.0 822 1,426 801 1,390 800 1,388 788 1,368 
5,0 839 1,454 790 1,370 792 1,374 781 1,354 


Tabelle VI. (Abb. 5.) Seralbumin 0,628 °%,, ¢, = ®/,; see, 25°C. 





LiOH NaOH KOH N(CH), OH 

oe EE nieeetilleatampemptemmentiaieaia — aehteieihieaienl a 

. t " t 7 t " t , 

: 0 640 1,042 — 
0.5 646 1.050 642 1,046 642 1,045 641 1,044 
1,0 652 1,060 653 1,062 655 1,065 636 
2.0 654 1,064 720 1,170 718 1,167 705 1,145 
3,0 710 1,154 719 1,169 724 1,177 727 1,182 
4.0 725 1,179 707 1,149 » 706 1,149 706 1,147 
5.0 735 1,195 705 1,145 705 1,147 705 1.145 
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Abb. 3 
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Betrachten wir nun zuniichst die Ergebnisse bei der héchsten 
untersuchten EiweiBkonzentration 1,75°,. Bei gleicher Laugezugabe 
wachst mit steigendem Proteingehalt infolge der zunehmenden Konzen- 
tration der vielwertigen Proteinionen die ionale Konzentration [= Ly, 2° 
(worin y, die molare lonenkonzentration, 2; dieWertigkeit bedeutet) auber- 
ordentlich stark an. Hier sind deshalb auchinfolge der gesteigerten elektro- 
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“0 as ? 2 3 ¢-0 Fn $ 
Abb. 5. 


statischen Wechselwirkungen der Ionen die starksten Inaktivierungs- 
effekte zu erwarten. In der Tat zeigt die Abb. 3 nach der gewaltigen 
Zunahme derViskositat bis zum Maximum bei den groBvolumigen Ionen 
den starken Reibungsabfall im LaugeniiberschuB, wobei sich mit ab- 
nehmenden Ionenvolumen eine zunehmende Inaktivierung und mit dieser 
parallel gehende Dehydratation der Proteinionen in der Reihenfolge 
N(CH;),0H, K, Na einstellt. Das Li steht am tiefsten, doch ist hier 
schon bei mittlerem Laugengehalt wohl infolge der bereits sehr merk- 
lichen Inaktivierung und der durch diese bedingten Abnahme der freien 
Ladung der Anstieg der Reibung ein allmahlicher und die Ausbildung 
eines deutlichen Maximums gehemmt. Die LiOH-Kurve liegt schon 
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bei 1,5.107%n deutlich unterhalb der Reibungskurven der andere) 
Hydroxyde. 

Geht man nun zu den Alkaliproteinen mit dem niedrigsten Eiweil! 
gehalt 0,628 °,, iiber, so andert sich das Bild (Abb. 5) in zweifacher Hin 
sicht. Es entspricht zunichst bei etwas iiber 3. 10~? n Laugenansatz 
dem Bilde und der Ionenfolge, wie sie beim héchstkonzentrierten Eiwei|; 
und 5. 107? n Lauge beobachtet wurden. Dann aber findet eine Uber. 
kreuzung der Kurven statt, die zu einer sichtlichen Umkehr der Tonen 
rethen in bezug auf die Viskositat (Proteinionenhydratation) fiihrt 
Ahnlich sind die Verhaltnisse bei der mittleren EiweiSkonzentration 
0,942 °,, (Abb. 4). Es kann keinem Zweifel unterliegen, daB diese Fille 
von dem bei héherem EiweiBgehalt dadurch unterschieden sind, daB bei 
ihnen mit steigendem Laugenzusatz die ionale Konzentration weniger 
anwachst, wahrend der Gehalt an freien Hydroxylionen starker zu 
nimmt. Das muB auf das Verhiltnis der gebildeten Gruppen vom 
Typus R .COO~ am Protein zur Inaktivierung der Gegenionen zuriick. 
wirken. Hier bediirfte es noch vergleichender Aktivitatsbestimmungen 
der Kationen, denen zurzeit, neben den in friiheren Arbeiten wiederholt 
betonten theoretischen Schwierigkeiten fiir die genaue Ermittlung 
der Aktivitat der Gegenionen des Proteins im Uberschu8 von Saure 
oder Lauge, auch starke methodische Hindernisse entgegenstehen. 


Auf einen Umstand soll noch anhangsweise hingewiesen werden. 
Die fiir die viskosimetrischen Messungen am Seralbumin mit Laugen 
verwendeten, gestellten Alkalihydroxydliésungen enthielten in ver- 
schiedenem Grade Kohlensiure. Durch Austitrieren wurde gefunden 


oo) eee |) a 
is ix < se4-o ow © 2 
DS ho a & ook ES a 2 
oo) 8 8) ee |. 8 


Da es méglich schien, dab das abweichende Verhalten des LiOH aut 
den hohen Carbonatgehalt zuriickzufiihren sei, wurde aus metallischem 
Lithium iiber das Alkoholat kohlensiurefreie Lithiumhydroxydlésung 
hergestellt. Wie jedoch den Kurven Abb. 6 zu entnehmen! ist, zeigte 
sich kein wesentlicher Unterschied im Verhalten der kohlensiure- 
haltigen und der kohlensaurefreien Lauge. 

Zusammenfassend 1iBt sich von den Proteinionen des Seralbumins 


aussagen: Die maximale Gesamtladung des negativen Seralbuminions 
ist um rund 12°, hdher als die des positiven Ions. Bei gleicher Aut. 


1 Dieselben sind mit den LiOH-Kurven in den Abb. 3 und 4 zu ver- 
gleichen und praktisch identisch. 
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Tabelle VII. (Abb. 6.) 
LiOH (COQ,-frei). Seralbumin 1,57, 0,94, 0.628%, t, = °77/, sec, 25°C. 





1,57 %o 0,94, 0,628 
n. 102 iaatinaninnaipiasien whan _ 
t y t " t » 

0 672 1,166 647 1,122 640 1,042 
0.5 636 1,190 659 1,142 646 1,050 
1,0 711 1,234 663 1,150 652 1,060 
2.0 756 1,310 721 1,250 654 1.064 
30 | 860 1492 | 803 1,304 710 1104 
4.0 879 1,524 830 1,439 725 1,179 
5,0 882 1,529 836 1,450 735 1,195 

* to = 15/5 sec. 

















i 4. 
"0 4s 7 4 3 ¥°0*n J 
Abb. 6. 


ladung ist die Viskositét (Hydratation) des positiven lons immer 
gréBer als die des negativen Seralbuminions. Bei dem letzteren wiichst 
die Hydratation erst mit Erreichung einer héheren Ladungszahl starker 
an, ferner ist hier der Abfall der Viskositat im Uberschu8 des Gegen 
ions viel schwacher als beim positiven Albuminion. Die Reihenfolge 
der einwertigen Kationen in bezug auf die zunehmende Dehydratation 
(Inaktivierung) der negativen Proteinionen entspricht bei héherer 
ionaler Konzentration der letzteren dem abnehmenden Ionenvolumen 
also der Ordnung N(CH,),, K, Na, Li. 


Dagegen kehrt sie sich bei geringerer ionaler Konzentration der 
Proteinionen um und ordnet sich in bezug auf starkeren Reibungs- 
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abfall (Dehydratation) derselben im Sinne der abnehmenden Hyd: 
tation der Kationen vom Li zum N(CH,),. 


Verwandte Beobachtungen iiber Kationenumkehr mit steigende, 
Konzentration sind auch an anorganischen Suspensionen (Ton) vo. 
R. Gallay' und vorher von V. Rothmund und G. Kornfeld? am Silbe: 
permutit gemacht worden. Zahlreiche altere Erfahrungen iiber di 
Beeinflussung von Zustandsanderungen der EiweiBkérper in ver 
schiedenen Salzkonzentrationen (Pauli, R. Héber) diirften  hierhe: 
gehoren. 


In den niederen ionalen Konzentrationen darf man die Katione 
(fiir unseren Fall) als vollstandig hydratisiert annehmen, und es isi 
bei ihrer Inaktivierung die ganze ihrer Hydratationswirme Aquivalent: 
Arbeit fiir die Dehydratation aufzuwenden. Die Inaktivierung wird 
also mit zunehmender Hydratation der Kationen erschwert. Hingegen 
wird bei héherer gesamter ionaler Konzentration das fiir die Hydratatio: 
der einzelnen [onen verfiigbare Wasser verringert und vor allem 
durch die gesteigerte elektrostatische Wechselwirkung der entgegen. 
gesetzten Ionen aufeinander ihre Hydratation abnehmen. Dann kann 
der Effekt des Ionenvolumens — der nackten Ionen (Fricke) zur 
Geltung kommen, und die Inaktivierung wird mit abnehmendem 
Atomvolumen der Kationen wachsen*. 


b) Glutin. 


Beziiglich der Saure- und Alxalibindung an Glutin liegen aus 
neuerer Zeit unter Beriicksichtigung der Theorie der starken Elektrolyte 
ausgefiihrte Bestimmungen von Pauli und Wit (l.c.) fiir HCl und 
Berechnungen von EF. Cohn* fiir Alkalilauge vor. Danach betrigt die 
maximale Aufnahme von Saure 68 . 10—5 n und von Lauge 57 . 107° n 
fiir 1 g Glutin. Es iiberwiegen somit die fiir die Bindung verfiigbaren 
Aminogruppen iiber die Carboxylgrappen. 


Samtliche Viskositaétsmessungen wurden am 0,5- und 1,55 ° igen 
Glutin bei 35°C ausgefiihrt, um den EinfluB einer Strukturviskositat 
so weit herabzusetzen, dali eine Konstanz der 9-Werte erreicht wurde 


! Kolloidchem. Beih. 21, 431, 1925. 

2 Zeitschr. f. anorg. u. allg. Chem. 108, 130, 1918. 

3 Es diirfte sich wohl um eine ahnliche, wenn auch unklar formuliert« 
Vorstellung handeln, wenn Gallay (1. c.) sagt: ,,Wir glauben den Grund fiir 
diese Umkehrung in dem Umstande finden zu kénnen, daB8 die Hydratation 
der Ionen mit zunehmender Konzentration abnimmt, und daB an Stell 
der hydrodynamischen die elektrodynamische Wirkung tritt.** 

* Physiological Reviews 1925. 
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Tabelle VIII. (Abb. 7.) 
Glutin 0,51%, te = °/, sec, 35°C. 
108 n. 103 
"HCI ' " NaOH t r 
0 162 1,245 0 162 1,245 
2 230 1,770 2 225 1,730 
3 267 2,050 3 236 1,820 
4 285 2,190 4 238 1,830 
5 295 2,270 5 240 1,845 
7,5 274 2,110 75 228 1,750 
10 254 1.950 10 209 1,610 
Tabelle IX. (Abb. 7.) 
Glutin 1,55%, tg = ™°/, sec, 35°C. 
n. 10° t . n. 10° t 7 
HCl , NaOH ' 
0 236 1,81 0 0 0 
0.5 292 2,25 0,5 328 2,52 
1,0 362 2,78 1,0 328 2,52 
15 386 2.97 1,5 286 2,20 
2.0 360 2,77 2,0 244 1,88 
40 
7 ‘ H¢l 
28 t 
26 aw di + 
a bn 
ay 4-4 ~_ 
/ \“ 
J N\ 
22) / ~~ 
~~ 
20 W U4 - —— 
HON 
NoOH 
16 “ 
1¥ + + 
12 - 
0 G2 Q3 QY 5 Q% 7 15°00-*n 2 
Abb. 7. 


im 


Ferner wurde das hochgereinigte 1,55°,,ige Glutin durch Erhitzen 
Autoklaven wihrend 10 Minuten (I) und 30 Minuten (I1) auf 120°C 
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in mehr oder minder niedrige Abbaustufen (Glutosen) tibergefiihr 
Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle X und der Abb. 8 dargestellt. 


Tabelle X. (Abb. 8.) 











Glutose 1,55%, t, = ™/, sec, 35°C. 
HCl Glutose | Glutose I NaOH Glutose I Glutose II 
oe ene eae eee GO ore, cemeerec a eee 
t Ly t " f n t ” 
0 186 =: 11.430 164 1,260 0 0 0 0 0 
0.5 208 1,600 172 =1,320 0.5 200 =1,540 173) 1,330) 
1,0 238 1,830 184 1,418 1.0 219 1,685 182 1,401 
1,5 240 1.845 193 1,486 1,5 218 1.680 154 1,415 
2.0 235 1.810 190 1,460 2.0 218 1,680 181 1,390 
20 
7 Hoh 
18 






‘NaOH 


a, “4 














—_ rf 
16 aan 1 T ~~ 
ACI ~ 
Na OW ~ 
af) as 7 15° *n 2 


Abb. 8. 


Die Viskositatswerte zeigen, daB ein Maximum bei Alkalizugabe 
etwas friiher eintritt als bei Saurezugabe. Dieser Unterschied ist ins 
besondere am 1,5°,igen Glutin sehr deutlich (Abb.7). Das Maximum 
ergibt sich hier bei Alkali von 7,5.107~* n, bei Saure in 14. 107° n End 
konzentration. Sehr gut ausgepragt ist in diesem Falle der Viskositats 
abfall im Uhberschu8 auch mit Alkali. Ferner liegt hier das Maximum 
fiir Siureglutin weit héher als fiir Alkaliglutin. Durch den Abbau 
zu Glutosen wird die Lage des Maximums (bei gleichem Trockengehalt 
an Protein) fiir Alkali und Siure in die gleiche Konzentration geriickt 
waihrend der Héhenunterschied der Optima im Sinne eines starkeren 
Viskositatseffekts der positiven Proteinionen erhalten bleibt, trotz der 
allgemeinen Abnahme des Reibungsanstiegs mit zunehmendem Abbau 
des Glutins (Abb. 8). 

Zusammenfassend kann man aussagen, dab beim Glutin die starker 
Hydratation des positiven EiweiBions und die Verschiebung des 
Viskositatsmaximums fiir Siure in héhere Konzentrationen als in 
Alkali damit in Ubereinstimmung erscheint, da8 das Bindungsmaximum 
fiir Siiure, also die maximale Gesamtladung der positiven Glutinione: 
héher ist (um etwa 25°.) als die der negativen Glutinionen. Das Ver 
halten zeigt sich somit auf der ganzen Linie verschieden von dem 
des Seralbumins. 
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c) Pseudoglobulin. 

Das, wie die Leitfahigkeit anzeigt, sehr reine Praparat wurde 
zunachst zur Bestimmung der gebundenen Siure- und Baseniquivalente 
mittels potentiometrischer Messungen der H-Aktivitét benutzt. Die 


Endkonzentration an Protein betrug 1 °,. 


Die folgenden Tabellen XI 


und XII geben die Werte bei Zusatz von HCl und NaOH wieder. In 
Abb. 9 sind sie graphisch dargestellt. 





Tabelle XI. (Abb. 9.) 
H*-Aktivitaten von 1.00% Pseudoglobulin + HC. 
n HCl a ie Pu ay, . 108 
0 620,0 5,7917 0,901 62 
0,5.10-2 468,2 83,1790 0,662 
1,0 436,0 2.6247 2,37 
2.0 404.6 2,0844 8.23 
3,0 889.5 1,8245 15.0 
4,0 379.9 1,6592 21,1 
5.0 371,0 1,5060 31,2 
Tabelle XII. (Abb. 9.) 


OH--Aktivitaiten von 1,00% Pseudoglobulin + HCl. 


nt! 103 


0 
4,32 
7,49 

12,1 
13,4 
14,2 
14,3 


























0 620,0 — - 
0,5.10-* 881,3 38,7758 0,168 
1,0 949.0 2.6106 245 
20 981.0 2.0598 8,71 
3,0 996.7 1.7896 16,2 
4,0 1006.2 1,6261 23.7 
5,0 1011,0 1,5435 28,6 

” | Trot) 
| 
n&y3 | | lhe -Prot 
| 
70 + + —__—________+} 
ome 
| | 
oe ons 
a ~ i i LL 
os fF 2 3 $0 mn” 5S 
Abb. 9. 
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n'. 108 


4,83 

7,46 
10,53 
11,6 
12.4 
12.6 
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Wie die Beobachtungen lehren, iiberwiegen im Pseudoglobulin 
die bindungsfahigen positiven Gruppen an Zahl um etwa 18°,, iiber 
die fiir Lauge verfiigbaren negativen Gruppen. 
maximum betrigt fiir Siure pro Gramm Eiweif 143 . 10~5, fiir Alkali 


126 . 10-5 Aquivalente. 


Die nichste Tabelle XTII enthalt die dem Alkali- und dem Saure- 
globulin zukommenden Viskositatswerte, die in Abb. 10 aufgetragen sind 


Tabelle XIII. 


W. Pauli: 


(Abb. 10.) 


Denn das Bindungs 


Pseudoglobulin 1,0%, t, = 5%/, sec, 25°C. 








HCl 
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Die viskosimetrischen Bestimmungen lassen einen jahen Anstieg 
der Zihigkeit (Hydratation) der positiven, einen langsamen der negativer 
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Proteinionen erkennen. Das Viskosititsmaximum der ersteren liegt 
bedeutend héher als das der letzteren. Beim Saureglobulin erfolgt 
Umkehr und Abfall der Reibungskurve bei 1,25 . 10-* n HCl-Zusatz, 
sobald also, wie der Vergleich mit der Bindungskurve zeigt, etwa zwei 
Drittel der maximalen Saurebindung (Wertigkeit) erreicht ist. Dagegen 
liegt das weit niedrigere Viskositatsoptimum fiir die negativen Protein- 
ionen bei etwa 3,5.10~?n NaOH, wo praktisch fast das Maximum 
der Wertigkeit (96°, der Héchstladung) gegeben ist. Dem steilen 
Abfall der Reibungskurve nach Uberschreitung des Maximums beim 
Saureglobulin entspricht beim Alkaliprotein ein sehr geringer, eben 
merklicher Abstieg der Viskositaét. Es tiberwiegt also beim Siure- 
globulin schon betrichtlich unterhalb der Maximalladung der In- 
aktivierungseffekt der Gegenionen und die mit diesem einhergehende 
Anderung der freien Ladung sowie der Oberflichenkonstitution und damit 
die Dehydratation des Proteinions tibertrifft die erhéhende Wirkung des 
Zuwachses der Gesamtladung auf die Hydratation. Durch diesen 
Umstand wird der Viskositatsanstieg beim Saureglobulin friiher unter- 
brochen, wihrend er beim Alkaliglobulin, mit seinem kaum merklichen 
Inaktivierungseffekt der Gegenionen, bis zur praktischen Erreichung 
der Maximalladung fortschreiten kann. 


d) Hédmoglobin. 


Aktivititsbestimmungen der H-Ionen in Alkali und Saure- 
himoglobin wurden an allerreinsten Hamoglobinlésungen von Pauli 
und W. Schwarzacher' 1923 ausgefiihrt. Sie ergaben als maximale 
Bindung fiir 1 g Himoglobin 68,5 .10~'n HCl und fast den gleichen 
Wert fiir KOH. Danach ist Haimoglobin in bezug auf den Gehalt an 
bindungsfahigen positiven und negativen Gruppen und seinen Ampholyt- 
charakter vielleicht der am meisten symmetrische EiweiSkérper. 
Dieser Umstand gibt den Viskositéts- und Hydratationsbestimmungen 
der positiven und negativen Hiamoglobinionen eine besondere Be- 
deutung. Die betreffenden 4-Werte sind in der folgenden Tabelle XIV 
enthalten. Da die Messungen bei héherem Alkaligehalt einen anomalen, 
ansteigenden Kurvenverlauf und eine merkliche zeitliche Erhéhung 
der Werte anzeigten, wurden die relativen Reibungen auch bei einer 
weit niedrigeren Temperatur (7,5°C) bestimmt und auf Wasser der 
gleichen Temperatur bezogen. Dadurch konnten die zeitlichen sekun- 
diren Anderungen praktisch ausgeschaltet und eine normale Reibungs- 
kurve erzielt werden. Sie ist unmittelbar mit der bei 25° C gewonnenen 
vergleichbar. 


1 Versuche noch unveréffentlicht. 


25° 
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Wie die Beobachtungen lehren, iiberwiegen im Pseudoglobulin 
die bindungsfahigen positiven Gruppen an Zahl um etwa 18”, iiber 
die fiir Lauge verfiigbaren negativen Gruppen. Denn das Bindungs 
maximum betriigt fiir Siure pro Gramm Eiweif 143 . 10—5, fiir Alkali 
126 . 10—5 Aquivalente. 

Die nachste Tabelle XIII enthalt die dem Alkali- und dem Saure. 
globulin zukommenden Viskosititswerte, die in Abb. 10 aufgetragen sind 





Tabelle XIII. (Abb. 10.) 
Pseudoglobulin 1,0%, to = °*8/; sec, 25° C. 











HCl ' . NaOH t o 
n. 10? . n. 102 1 
0 561 1,068 0 561 1,068 
1 724 1,378 1 _ 
1,33 782 1,392 2 640 1,218 
2 707 1,334 3 885 1,302 
3 657 1,250 4 687 1,306 
5 687 1,306 
6 682 1,298 
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H&1+ 0.013 n\ Coffein 
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Proteinionen erkennen. Das Viskosititsmaximum der ersteren liegt 
bedeutend héher als das der letzteren. Beim Siureglobulin erfolgt 
Umkehr und Abfall der Reibungskurve bei 1,25 . 10-* n HCl-Zusatz, 
sobald also, wie der Vergleich mit der Bindungskurve zeigt, etwa zwei 
Drittel der maximalen Saurebindung (Wertigkeit) erreicht ist. Dagegen 
liegt das weit niedrigere Viskositatsoptimum fiir die negativen Protein- 
ionen bei etwa 3,5.10-?n NaOH, wo praktisch fast das Maximum 
der Wertigkeit (96°, der Héchstladung) gegeben ist. Dem steilen 
Abfall der Reibungskurve nach Uberschreitung des Maximums beim 
Saureglobulin entspricht beim Alkaliprotein ein sehr geringer, eben 
merklicher Abstieg der Viskositaét. Es iiberwiegt also beim Siiure- 
globulin schon betrichtlich unterhalb der Maximalladung der In- 
aktivierungseffekt der Gegenionen und die mit diesem einhergehende 
Anderung der freien Ladung sowie der Oberflichenkonstitution und damit 
die Dehydratation des Proteinions iibertrifft die erhGhende Wirkung des 
Zuwachses der Gesamtladung auf die Hydratation. Durch diesen 
Umstand wird der Viskositatsanstieg beim Saureglobulin friiher unter- 
brochen, wahrend er beim Alkaliglobulin, mit seinem kaum merklichen 
Inaktivierungseffekt der Gegenionen, bis zur praktischen Erreichung 
der Maximalladung fortschreiten kann. 


d) Hdmoglobin. 


Aktivitatsbestimmungen der H-Ionen in Alkali# und  Siure- 
haimoglobin wurden an allerreinsten Hamoglobinlésungen von Pauli 
und W. Schwarzacher' 1923 ausgefiihrt. Sie ergaben als maximale 
Bindung fiir 1 g Himoglobin 68,5 . 10-5 n HCl und fast den gleichen 
Wert fiir KOH. Danach ist Himoglobin in bezug auf den Gehalt an 
bindungsfahigen positiven und negativen Gruppen und seinen Ampholyt- 
charakter vielleicht der am meisten symmetrische EiweiSkérper. 
Dieser Umstand gibt den Viskositaéts- und Hydratationsbestimmungen 
der positiven und negativen Hiamoglobinionen eine besondere Be- 
deutung. Die betreffenden 9-Werte sind in der folgenden Tabelle XIV 
enthalten. Da die Messungen bei héherem Alkaligehalt einen anomalen, 
ansteigenden Kurvenverlauf und eine merkliche zeitliche Erhéhung 
der Werte anzeigten, wurden die relativen Reibungen auch bei einer 
weit niedrigeren Temperatur (7,5°C) bestimmt und auf Wasser der 
gleichen Temperatur bezogen. Dadurch konnten die zeitlichen sekun- 
diren Anderungen praktisch ausgeschaltet und eine normale Reibungs- 
kurve erzielt werden. Sie ist unmittelbar mit der bei 25° C gewonnenen 
vergleichbar. 


1 Versuche noch unverdéffentlicht. 


23° 
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Tabelle XIV. 
Hamoglobin 2,37%, to = %°/; sec, 25°C (bzw. 7,5°C). 

HCl NaOH t 7,5°C 

n. 10-3 t " n.10-2 t9=77 " . — 

pee " 
0 647 1078 | 0 a 1,078 1,078 
0,5 657 1,095 1 852 1.101 — - 
1 679 1,132 2 | 994 1,170 983 1,173 
1,5 781 1,302 3 1000 1,293 1051 1,252 
2 874 1,457 85 | 1042 1,348 
2.5 918 1,530 4 1040 1,344 1064 1,269 
8 1252 * 1,603 4.5 ~ 
3.5 1309 1,676 5 1075 1.390 1060 1,264 
8,75 1318 1,689 6 -- 1955 1,258 
4 1322 1,693 
4,25 1309 1,676 
4.5 1301 1,666 
5 1282 1,641 
* Von Konzentration 3 . 10-2 an t9 = 781. 
** to = 839. 
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Die Versuche zeigen, daB sowohl bei Zusatz von HC! als auch 
von NaOH ein Optimum der Reibung eintritt, das im ersten Falle 
weit héher liegt als im zweiten. Dieses Viskosititsmaximum wird 
jedoch in beiden Fallen bei praktisch der gleichen Zugabe von Saure 
bzw. Lauge erreicht. Vergleicht man die absteigenden Kurveniiste. 
so zeigt sich der Reibungsabfall im Saureiiberschu8 wohl deutlich, im 
Laugentiberschu8 dagegen eben noch erkennbar, doch ist er, verglichen 
mit dem Verlauf der Reibungskurven anderer EiweiSkérper, auch im 
SaureiiberschuB weniger steil abfallend. Nach dem Siureaufnahme- 
vermégen des Hamoglobins darf man also feststellen, daB hier das 
Viskositatsoptimum mit dem praktisch vollstindigen Bindungs- 
maximum, also der Héchstladung der Proteinionen zusammenfillt, 
und daB diesem Verhalten ein in der Reibungskurve sich deutlich 
auspragender, nur maBiger Inaktivierungseffekt,entspricht. 


Versuche mit J. Frisch’. 


e) Ovalbumin. 


Fiir diese Versuche diente eine in der wiederholt beschriebenen 
(vgl. Frisch-Pauli-Valké, diese Zeitschr. 164, 407, 1925) Weise durch 
Elektrodialyse hergestellte vollstindig wasserklare, globulinfreie, 
4.46%, ige Lésung von der Leitfaihigkeit 2,25 . 10-5 rez. Ohm als Aus- 
gangslésung. 

Der Zweck der Versuche war ein zweifacher: Zunichst die Aus- 
dehnung des bisher nur fiir positive Proteinionen durchgefithrten 
Nachweises des Parallelismus der Aktivitét und Hydratation (Visko- 
sitét) des Proteinsalzes auf ein AlkalieiweiB, also auf die negativen 
EiweiBionen. Ferner sollte auch hier die Abhingigkeit der Hydratation 
von der maximalen Wertigkeit und dem Ladungsvorzeichen des Protein- 
ions gepriift werden. 


Um das erste Ziel zu erreichen, wurde nicht, wie bei den Saure- 
proteinen in den vorausgegangenen Arbeiten, die aus der potentio- 
metrischen Messung des Gegenions, z. B. Cl, abgeleitete Aktivitat des 
Proteinsalzes mit der Viskositit verglichen, sondern der auf das Pro- 
teinsalz entfallende Leitfahigkeitsanteil seiner Ionen, seine ,,Konduk- 
tivitat’*, zu diesem Vergleich herangezogen. In den Arbeiten von 
Frisch- Pawli-Valké und Pauli-Wit war gezeigt worden, da® nicht nur 
der Gang der Aktivitat, sondern auch der der Konduktivitét von 
Siureproteinen mit dem Verlauf der Viskositét symbat geht. Die 


1 Diese Versuche wurden mit der gleichen Fragestellung bereits im 
Jahre 1924/25 von Pauli-Frisch ausgefiihrt. 
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Konduktivitéat laBt sich aber, wie dort ausgefiihrt wurde, unter 
einigen vereinfachenden Voraussetzungen aus der Kombination von 
Leitfahigkeit urid potentiometrischen H*(OH™)-Messungen  ent- 
nehmen. 

Es seien zunichst zur Charakterisierung der Methodik eigene Leit- 
fahigkeits- und Aktivititsmessungen der verwendeten reinen KOH 
und daneben die Werte von Scatchard angefiihrt. Die Ubereinstimmung 
ist eine auBerordentlich befriedigende. Mit dem Index I sind stets die 
Werte in reiner Lauge, mit II die im Gemisch mit dem Protein, mit IT] 
die auf das reine Proteinsalz (nach Abzug der freien Ladung) ent- 
fallenden Werte gekennzeichnet. 


Tabelle XV. (Abb. 12.) 


Leitfahigkeits- und Aktivitaétsmessungen an reiner KOH. 





a “a ’ . M. A. 4 
eKOH ognes ie hl in Vole on. 4 H K'rez. O 
0,01 901 9.01 .10-8 0,9819 9,03 .10-* 2,25 .10-3 
0,02 872 1,74.10-3 0.9981 1,71. 107? 4,68 . 10- 
0,03 844 * 2,53.10-?2 1,0080 2.54.10-3 7,10. 10-5 
0,04 $26 * 3,19. 10-2 1,0147 3,31. 10-7 9,55. 10-5 
0,05 812* 4.06. 10-5 1.0200 4,98 .10-? 1.21 .10-? 


* Graphisch intrapolierte Werte. 


a, @ 
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Abb. 12. 


Die folgende Tabelle X VI enthalt die Ergebnisse der H-Aktivitats- 
messungen in den Lauge-Eiweifmischungen, umgerechnet auf OH- 
Aktivitiaten. 
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Tabelle XVI. 
1,00% Ovalbumin + KOH; OH-Aktivitaten. 























nKOH  E.M.K. in Volt aon Con ged. = n"™ 
0,01 0,9365 1,41 .10-* 8,46 .10-° 
0,02 0,9780 7,74.10- 1,11.10°? 
0,03 0,9955 1,55.10-2 1,18 .10-3 
0,04 1,0050 2,26. 10-? 1,25.10°# 
0,05 1,0120 2.98 . 10-2 1,33 .10-? 
rad ’ 
| e 
‘Sa 
a © ee ae = 
8 } ee, : | 
¢ | — et 
¢ —- —y + — 
aa. 1 
1 2 J $0 n § 
Abb. 13. 


Nach diesen Messungen darf das maximale Bindungsvermigen 
fir 1 g Ovalbumin mit 134. 10~-5n KOH angesetzt werden, wihrend 
es sich fiir Siure mit 110. 10-5n HCl ermittelt (Frisch-Pauli-Valkd, 
l.c.). Beim Ovalbumin iiberwiegen also die verfiigbaren negativen 
Gruppen um mehr als 20°, iiber die bindungsfaihigen positiven, 
wihrend die Abweichung im gleichen Sinne beim Serumalbumin 
nur gegen 9°, betrigt. Das Ovalbumin ist von den hier unter- 
suchten Proteinen das am starksten saure, wie sich auch aus friiheren 
Beobachtungen iiber seine H-Aktivitaét und Leitfihigkeit im reinen 
Zustande ergibt. 


In der folgenden Versuchsreihe Tabelle XVII sind die Leitfahig- 
keiten K" in der Mischung KOH + Ovalbumin, ferner die auf das 
Proteinsalz allein entfallende Leitfahigkeit K'' angegeben. Um diese 
GréBe zu erhalten, wurde aus den gemessenen O H-Aktivititen in reiner 
Lauge und den zugehdérigen Leitfahigkeiten ein Diagramm hergestellt 
(Abb. 12), aus welchem die zu einer in der Mischung Alkali +- Ovalbumin 
gemessenen Aktivitat ag, gehdrenden Kggy-Werte zu entnehmen 
sind. Durch Subtraktion derselben von K" ergibt sich unter 
gewissen vereinfachenden Annahmen die Leitfihigkeit K'' des 
Proteinsalzes. 
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Tabelle XVII. 1% Ovalbumin + KOH-Leitfahigkeiten. 





0,02 0,03 0,04 0,05 














DKOH 0,01 
KK"... . | 1,298.10-*) 3,36.10-* 5116.10-* 6,91.10-% 887.10 
Kxou... 0,31 1,05 4,00 6,15 8,45 
g™... . | O88 141 1,13 0,76 0,42 
12 
Ke 
7 
+4 
4 
‘ ya 
- 
6 
9 . 
wo 
2 3 0m? Ss 
Abb. 14. 


Wie die nun folgenden Viskositétsmessungen (Tabelle XVIII) 
zeigen, fallt in der Tat auch bei Alkaliovalbumin das Konduktivitats- 
maximum mit dem Viskositétsmaximum zusammen, 


Tabelle XVIII. 1% Ovalbumin + KOH, t, = */,sec., 25°C. 





nKOH 0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 
a ' 286 302 308 297 298 299 
. 1,03 1,09 1,11 1,07 1,07 1,06 
at — 0,898 1,41 1,13 0,76 0,74 
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In Abb. 15 sind zum Vergleich die Viskositaten mit HCl und KOH 
iibereinander dargestellt. Das Maximum liegt fiir Saure bei 1 . 10-7 n 
HCl, fir Alkali bei 2.10-2?n KOH. Nach dem Gang der Aktivitaten 
baw. der Konduktivitaéten des Proteinsalzes entspricht diese Ver- 
schiebung des Hydratationsoptimums auch einer Verschiebung des 
Optimums an freier Ladung der4Proteinionen. 

Unter allen hier angefiihrten nativen Eiweibkérpern ist Ovalbumin 
der einzige, bei dem die Reibung (Hydratation) der negativen Protein- 
ionen die der positiven iibertrifft. Dabei ist die ViskositatserhOhung 
durch die Proteinsalzbildung und die damit einhergehende Entstehung 
vielwertiger Ionen hier tiberhaupt auffallend gering. 


Uberblick tiber die Ergebnisse. 

Um in die grobe Mannigfaltigkeit der Beobachtungen eine gewisse 
Ordnung zu bringen, erwies es sich als vorteilhaft, die untersuchten 
Proteine zunachst nach ihrer maximalen Aufnahmefihigkeit fiir Siuren 
und Laugen, also nach ihrem Héchstgehalt an bindungsfahigen positiven 
und negativen Gruppen, oder den erreichbaren Héchstwertigkeiten 
als EiweiBkation oder -anion zu ordnen. In der folgenden Tabelle X LX 
sind die betreffenden Daten, fast zur Ginze nach den besten Messungen 
am Institut, an hochgereinigtem Material, bezogen auf | g Protein, 
zusammengestelit. Sie weichen in bezug auf das Seralbumin und 
Ovalbumin sehr wesentlich von einer anderweitigen Zusammenstellung 
ab, die Z.Cohn* aus den vorliegenden Angaben in der Literatur be- 
rechnen lie}. In letzterer sind jedoch, entgegen den Beobachtungen 
am Institut, die positiven und negativen a am in Seralbumin 
und Ovalbumin einander gleich gesetzt. 


Tabelle XIX. Maximale Bindung fiir 1 g Protein in Grammaquivalenten. 





Protein Positive Negative Beobachter 
Gruppen Gruppen 
, | Ovalbumin .... . 110 .10-° 184 .10-° ~~ Frrisch- Pauli -Valke 
“| Seralbumin..... 147 160 Blank- Pauli 
B Hamoglobin .... 68,5 68,5 Schwarzacher 
. (a , 68 57 Pauli- Wit 
| Pseudoglobulin . . . || 148 126 Blank - Pauli 


Nach den positiven (+ mE) und negativen (— m’#) Hdéchst- 
ladungen ihrer Ionen lassen sich die angefiihrten Eiweibstoffe in drei 
Gruppen ordnen. A) — m’ E > + mE, B) + mE = — m'E, C) + mE 
> — m’ E. In der obigen Tabelle sind die Proteine schon in der Reihen- 


1 Physiological Reviews 1925. Daselbst auch die amerikanische Lite- 
ratur vollstandig zusammengefaBt. 
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folge nach dem Verhaltnis ihrer Héchstladungen bei Zusatz von Siur: 
bzw. Alkali angefiihrt. Ovalbumin und Seralbumin sind die iiberwiegend 
sauren, Glutin und Pseudoglobulin die iiberwiegend basischen Ver 
treter, Hamoglobin steht praktisch mit der gleichen Zahl basischer 
und saurer Gruppen als ein nahezu ideal symmetrischer Ampholyt in der 
Mitte. Das Hamoglobin wollen wir auch wegen seiner gleichen positiven 
und negativen Héchstladung in den Mittelpunkt unserer vergleichenden 
Betrachtung der zugehérigen Hydratationen stellen. Hier zeigt sich 
das miichtige Uberwiegen der Hydratation des EiweiSkations iiber dic 
des negativen Eiweibions unter sonst gleichen Umstiinden (Abb. 11) 
Dieses Verhalten ist durchaus analog der allgemeinen Begiinstigung 
der Hydratation von Kationen, wie sie auch so exklusiv in den stéchio- 
metrischen Hydraten hervortritt. Es hiangt dies mit dem Bau der 
Wasserdipole zusammen, deren negativer Schwerpunkt mit dem in 
molekularer Wirkungsnihe elektrostatisch wirksameren zweiwertigen 
“O” zusammenfallt. Da® dann die Proteingruppe C(+ mE > — m’ BE) 
stets einen stairkeren maximalen Viskositats- (Hydratations-) Effekt 
des EiweiBkations aufzeigt, entspricht somit der Erwartung. Anderer-. 
seits wird auch das Verhalten des stark sauren Ovalbumins verstandlich 
bei dem die negative Héchstladung die positive um mehr als 20°, 
iibertrifft. Hier ist bereits die Hydratation des negativen hdéchst- 
wertigen Proteinions stirker als die des positiven. Dagegen ist beim 
nicht so stark sauren Seralbumin die unter den gleichen Umstinden 
stirkere Hydratation des Eiweibkations darin merklich. daB hier das 
nur um 10°, an optimaler Gesamtladung reichere Anion die maximale 
Hydratation des positiven Proteinions auiweist. Die Optima der 
Viskositat von Alkali- und Saureprotein liegen beim Seralbumin gleich 
hoch (Abb. 2). Dagegen zeigt sich — wiederum wie nach dem Voraus- 
gegangenen zu erwarten —, daB beim Seralbumin bei unvollstandiger 
Bindung in niedrigem Saéure- und Laugenzusatz in Punkten gleicher 
Ladungszahl das EiweiBkation stets bedeutend hydratisierter ist als 
das Anion (vgl. Abb. 1 und 2). Wenigstens in ihren Hauptziigen er- 
klaren sich somit die Beobachtungen iiber die Viskositaét im Punkte 
maximaler Aufladung aus den zwei Prinzipien: Ansteigen der H ydra- 
tation mit der Ladung und stdrkere Hydratation des Kations gegeniiher 
dem Anion unter sonst gleichen Umstdinden'. 


1 In der Theorie des kolloidalen Verhaltens der Eiweifkérper von 
J. Loeb, die alle Zustandseigenschaften von Saéure- oder AlkalieiweiB und 
im besonderen den Viskositétsverlauf lediglich aus dem Donnangleich- 
gewicht, das ware in diesem Falle aus der Aktivitét der Proteinionen und 
der iibrigen Ionen, herleiten will, ist iiberhaupt kein Raum fiir einen EinfluS 
des Ladungsvorzeichens unter sonst gleichen Umstanden. Sie mu8 demnac)h 
auch vollstandig als Erklarungsversuch fiir die angefiihrten Beobachtungen 


versagen. 
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Daneben gibt es eine Anzahl bemerkenswerter Besonderheiten, 
die noch aufzukliren sind. Wir sehen in manchen Fiillen, daB der 
Viskositatsanstieg schon vor der erreichten maximalen Bindung einem 
Abfall Platz macht, in anderen Fallen steigt dagegen die Viskositit 
stetig an, bis die Héchstladung der Proteinionen praktisch erreicht ist 
Aus den Aalteren und insbesondere den angefiihrten neueren Unter- 
suchungen am Institut wissen wir, daB dem Umkehrpunkt in der 
Viskositat stets ein Optimum der Aktivitaét des Proteinsalzes korre- 
spondiert, dessen Uberschreitung einer starken Inaktivierung der 
Gegenionen der Proteinionen entspricht. Dieser Inaktivierungsvorgang 
mit dem noch wenig bekannte Umlagerungen schlieBlich irreversibler 
Natur im Proteinmolekiil einhergehen, die z. B. nach den Ansichten 
Paulis die Unterlage der EiweiSflockung im SaureiiberschuB bilden, 
ist nun bei den verschiedenen EiweiBkérpern verschieden ausgeprigt 
Wo die Inaktivierung sehr stark hervortritt, wie man dies sonst bei 
hoherwertigen Gegenionen oder solchen mit stark exzentrischer Ladungs- 
verteilung beobachten kann, dort wird sie schon vor Erreichung der 
Hoéchstladung des Proteinions sehr merklich, ja sie kann im héheren 
Teile der Bindungskurve sogar durch die starke Assoziation der Gegen- 
ionen tiber das weitere Ansteigen der Ladung iiberwiegen. Der Effekt 
fiir die Hydratation wird sein, da8 das Viskosititsmaximum schon 
vor der erlangten Héchstwertigkeit der Proteinionen erreicht und 
iiberschritten wird. Im allgemeinen gilt die Regel, daB der Inakti- 
vierungseffekt bei den negativen Proteinionen viel schwiicher aus- 
gepragt ist, als bei den positiven, wok] infolge der tiefen Verschiedenheit 
der begleitenden sekundaren konstitutiven Vorgiinge am Protein 
molekiil. Daher sehen wir beim AlkalieiweiB, dab das Viskositits- 
optimum im allgemeinen in eine Laugekonzentration riickt, in der 
das Bindungsmaximum fiir Lauge praktisch erreicht ist. Wenn aber 
bei einem Protein auch die Inaktivierung im Saureiiberschu’, erkennbar 
an einem sanften Abfall der Viskosititskurve, einen mibigen Grad 
erreicht, dann wird die Viskositat des Siureproteins gleichfalls bis fast 
zum Héchstpunkte der Siureaufnahme ansteigen, bevor sie umkehrt. 
Hier werden Optimum der Viskositat (Hydratation) von positiven und 
negativen Proteinionen beinahe bei dem gleichen Siure- bzw. Lauge- 
zusatz liegen. Ein schénes Beispiel dafiir gibt das Himoglobin (Abb. 11). 
Dagegen sehen wir, wie etwa am Seralbumin oder Pseudoglobulin der 
starke Inaktivierungseffekt bei Siurezusatz die Viskosititskurve schon 
in einer niedrigeren Konzentration umbiegt, also das Maximum verfriiht 
und relativ herabdriickt. Nach diesem hier angedeuteten Prinzip lassen 
sich die Konzentrationsverschiebungen in der Lage der Hydratations- 
maxima der verschiedenen Proteinionen unter gleichzeitiger Beriick- 
sichtigung der Verschiedenheit der Héchstladungen gut iiberblicken. 
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Endgiltiges, auch in quantitativer Hinsicht, werden wohl erst dic 
noch ausstehenden Aktivititsbestimmungen an negativen Protein. 
ionen mit positiven Gegenionen lehren. 


Zum Schlu8 méchten wir noch auf einige Anomalien in der Hydra 
tation der Proteine hinweisen, deren Ursprung auBerhalb der bisher 
erérterten Zusammenhiange gelegen sein diirfte. Die wenigen sicher 
bekannten Molekulargewichte, z.B. des Ovalbumins, Himoglobins 
und das wohl nicht weit entfernte des Seralbumins, lassen die Annahme 
zu, daB Volumina und Héchstladungen dieser verschiedenen Proteine 
innerhalb einer GréBenordnung liegen. Nun sehen wir gerade beim 
Ovalbumin, daB die Viskositat der Proteinionen, insbesondere der 
positiven, hier auBerordentlich niedrig ist. Jedenfalls wird man in 
solchen anomalen Fallen immer in Betracht ziehen miissen, daB bei 
der Hydratation nicht nur die freien Ladungen, sondern auch Rest 
ladungen neutraler, aber stark dipolartiger Oberflichengruppen des 
Proteins auf die Dipole des Wassers wirken. Wenn z. B. die Zahl der 
negativen Restladungen infolge des Reichtums und der geeigneten 
Anordnung solcher Gruppen in seiner Oberfliche groB ist, wie dies 
beim Ovalbumin plausibel erscheint, dann werden diese der Hydratation 
der bei Saurezusatz gebildeten Ammoniumionen am Protein merklich 
entgegenwirken kénnen und sie mehr oder weniger hemmen. Als 
einen extremen Fall dieser Art kann man vielleicht das Desamino- 
glutin auffassen. Versuche von J. Metula und L. Blasel' am Institut 
haben gezeigt, daB hier noch zwei Drittel des Siurebindungsvermiégens 
des Glutins erhalten sind bei vollstandig bestehendem Alkalibindungs- 
vermégen. Dagegen fehlt der Reibungsanstieg bei Saurezusatz voll- 
sttindig. Man kann dieses Protein, dessen saurer Charakter den des 
Ovalbumins noch stark iibertrifft, wohl als ein extremes Glied in unserer 
Reihe ansehen, bei welchem die iiberwiegenden negativen Gruppen in 
der Oberflache nicht nur, wie beim Ovalbumin, die Hydratation der 
in saurer Lisung gebildeten positiven Proteinionen herabsetzen, sondern 
sie bereits véllig aufheben. 


In das Gebiet der wechse)seitigen Hemmung der Hydratation durch 
die entgegengesetzten Gruppen in der Oberflache des Proteinmolekiils 
gehéren wahrscheinlich auch die folgenden Erscheinungen. Vor Jahren 
hat H. Handovsky? am Institut gelegentlich die Beobachtung gemacht 
daB Coffeinzusatz die Viskositét von SerumeiweiB zu erhéhen vermag. 
Die interessante Erscheinung wurde dann eingehend von Pawi und 
Falek*® studiert. Diese konnten zeigen, daB der Coffeineffekt nur in 


1 Diese Zeitschr. 58, 417, 1914. 
2 Ebendaselbst 25, 510, 1910. 
3 Ebendaselbst 47, 269, 1912. 
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saurer Lésung, also ausschlieBlich an positiven Proteinionen auftritt 
ind bei dem stark hydratisierbaren Glutin und Fibrin fehlt. Wir 
haben nun diese Beobachtungen auf reinstes Seralbumin, Ovalbumin, 
Hameglobin und Pseudoglobulin ausgedehnt. Sie sind bei den be- 
treffenden Viskositatskurven der genannten Proteine eingetragen. In 
bezug auf den viskositatserhéhenden Coffeineffekt gruppieren sich 
diese Proteine folgendermaBen: 


Coffeineftekt 
fehlt bei: Glutin, vorhanden bei: Seralbumin, 
Fibrin, Pseudoglobulin, 
Ovalbumin ; Hamoglobin. 


Da erwiesenermaBen keine Mehrbindung von Siure, also keine 
Steigerung der Aufladung der Proteinionen durch das Coffein erfolgt 
und das Coffein in saurer Lésung ausgesprochen kationischen Charakter 
hat, so liegt es am nachsten, die Hydratationsvermehrung am Protein 
durch die Verdeckung stérender negativer Restladungen von sauren 
Gruppen in der Oberfliche des Eiwei8molekiils zu erkliren. Allerdings 
besteht ein elektiver Charakter dieser Coffeinreaktion, d.h. es werden 
wohl nur Gruppen gewisser Konfiguration mit der Coffeinbase geniigend 
reaktionsfahig sein, um dieselbe trotz der positiven freien Ladung des 
Proteinions festzuhalten. Eine Aussage iiber diese Gruppen ist vor- 
laufig nicht méglich. Wir finden EiweiSkérper mit und ohne aromatische 
Gruppen auf der einen Seite und ebenso mehr positive neben itiber- 
wiegend negativen auf der anderen Seite. Ein tieferer Einblick in die 
Verhiltnisse wird hier dadurch erschwert, daB nicht die bloBe An- 
wesenheit einer bestimmten Gruppierung im Eiweifmolekiil, sondern 
ihre Reaktionszugiinglichkeit an der Molekiiloberflache fiir unseren 
Coffeineffekt maBgebend sein wird. 


Die Bedeutung dieses Umstandes — der Oberflachennihe und 
Zuganglichkeit der reagierenden Gruppe — tritt auch in den folgenden 
Betrachtungen hervor. Man kann sich die Frage vorlegen: Welcher 
Anteil des vorhandenen Stickstoffs stellt die bei der Reaktion mit 
Saure gebildeten ammoniumartigen Gruppen bei, welche die Trager 
der Ladung und damit der Hydratation der positiven Proteinionen 
abgeben? Am niichsten liegt es, den seitenstindigen N der im Eiweif 
enthaltenen Diaminoséuren als diesen Trager anzusehen. Wir kennen 
den Anteil des Gesamt-N, der als Diamino-N im Eiweif enthalten ist, 
aus einer Reihe von Untersuchungen iiber die N-Verteilung im Eiweib- 
molekiil, die von einer groBen Reihe von Untersuchern nach dem bei 
F. Hofmeister ausgearbeiteten Verfahren von W. Hausmann sowie nach 
der exakten von van Slyke ausgearbeiteten Methode ausgefiihrt worden 
sind. Rechnet man den halben Diamino-N als seitenstandig, waihrend 








364 W. Pauli: Untersuchungen an elektrolytfreien wasserlésl. Proteinen. V1. 


die andere Halfte der Peptidverkettung dient, so kommt man, wi 
dies von Pauli und Mitarbeitern ausgefiihrt wurde, in der Tat beim 
positiven Ovalbuminion zu einer maximalen Wertigkeit von 39, wahre( 
die aus der Saurebindung berechnete 40 betrigt, also zu einer sehr 
bemerkenswerten Ubereinstimmung, wie sie ahnlich von amerikanischer 
Seite’ als allgemein giltiger Parallelismus von Diamino-N und Saure- 
bindung proklamiert wurde. Wir haben fiir zwei weitere, in ihrer 
N-Verteilung genau bekannte und sonst durch Kristallisation gut 
definierte Eiweiikérper, das Himoglobin und das Seralbumin, den 
bindungsfahigen Diamino-N und die tatsichliche Bindung berechnet 
und finden im Bindungsmaximum in Reaktion getreten: 


fiir Ovalbumin. . .... . . 100 % des seitenstandigen N 
— SEeeoMia . wt se RK ins N 
» EE ck we oS RSE & * N 


Als Ergebnis der hier im einzelnen nicht mitgeteilten Berechnungen 
stellt sich heraus, daB der gesamte als seitenstandig angenommene N 
nicht notwendig die maximale Siaureaufnahme des Proteinmolekiils 
bestimmt. Beim Seralbumin wird nur etwas iiber zwei Drittel, beim 
Haimoglobin sogar nur rund ein Drittel der verfiigbaren Menge an 
Diamino-N beansprucht. Vielleicht gilt der Satz, daB fiir die Sdure. 
bindung das Maximum durch den verfiigbaren seitenstindigen N begrenzt 
ist, daB aber in anderen Fallen nur ein Bruchteil desselben fiir dic 
Aufladung und damit fiir die Hydratation reaktionszuganglich vorliegt 
Wir halten es unter diesen Umstinden zurzeit auch fiir unangebraclit 
unter den im Eiwei8 vorhandenen Diaminosiauren bestimmte als Trager 
der Reaktion herauszugreifen, selbst wenn im Einzelfalle eine Uberein. 
stimmung ihres Gehalts mit der gefundenen Saurekapazitat des Protein- 
molekiils sich finden wiirde. Wie diese Erérterungen zeigen, stehen 
wir hier erst an einem Anfang, und die Schwierigkeiten, Aufladung 
und QOberflichenkonfiguration im Proteinmolekil in Zusammenhang 
zu bringen, sind noch groB und wohl nur durch ein Vordringen von 
verschiedenen Seiten her allmahlich zu iiberwinden. 


1 Nahere Angaben bei E. Cohn (I. c.). 
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Uber den Schwefelgehalt des Himoglobins im Blute 
rassenreiner Hunde und einiger seltener untersuchten Tierarten. 


Von 


Elisabeth Timar. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 13. September 1928.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Von Valer ist jiingst aus diesem Institut mitgeteilt worden, dab 
im Oxyhamoglobin von vier diesbeziiglich untersuchten Katzen auf 
| Atom Eisen 5 Atome, in dem von vier Rindern 3 Atome Schwefel 
entfielen; ferner, daB von sieben Pferden sechs, hingegen von vier 
Hunden bloB einer sich wie die Rinder verhielten, wihrend das Hiimo- 
globin der tibrigen drei Hunde jedes einen verschiedenen Wert, und 
zwar solche aufwies, aus denen sich kein eingaches Verhiltnis zwischen 
Eisen und Schwefei, daher auch kein rationelles Molekulargewicht be- 
rechnen lieB. Dieses recht merkwiirdige Verhalten des Hundehimo- 
globins sollte durch nachstehend geschilderte Versuche gepriift bzw. 
nach deren Ursachen gesucht werden. 


A. Methodik der Versuche. 


Das Oxyhaimoglobin wurde aus den gewaschenen und mit Ather 
hamolysierten roten Blutkérperchen in der gewohnten Weise durch Zusatz 
von Alkohol erhalten, welches Verfahren an den einzelnen Blutarten nicht 
prinzipiell, sondern blo®B beziiglich gewisser Einzelheiten geaindert wurde. 
So habe ich die Himolyse am Pferde durch Zusatz des doppelten Volumens 
des Blutkérperchenbreies, am Rind und an der Katze mit dem halben, 
am Hunde mit dem gleichen Volumen Wasser, an allen Tierarten aber 
mit dem gleichen Volumen Ather ausgefiihrt. Auch beziiglich des Alkohol- 
zusatzes gab es einige Abweichungen, indem zwar meistens '/, Volumen 
geniigte; doch war am Rinde und an der Katze */, Volumen erforderlich. 
Oxyhaémoglobin aus Ginseblut wurde nach der Vorschrift von Abderhalden® 


1 J. Valer, diese Zeitschr. 190, 444, 1927. 
2 Zeitschr. f. phys. Chem. 59, 165, 1909. 
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und Medigreceanu hergestellt, indem ich die gewaschenen Blutkérperchy 
mit dem doppelten Volumen Wasser bis zu 37°C erwarmte, wobei es zur 
Abscheidung eines gallertartigen Niederschlags kam. Von diesem wurde 
abfiltriert und das Filtrat wie oben behandelt. Schweinehamoglobin hal« 
ich nach Ottos' Vorschrift dargestellt. Die gewaschenen Blutkérperchen 
wurden mit '/, Volumen Wasser auf 40 bis 50°C erwarmt, sodann wurde 
filtriert, das Filtrat abweichend von Ottos Vorschrift mit Ather und endlich, 
wie gewohnlich, mit Alkohol behandelt. Oxyhaimoglobin aus dem Blut: 
je eines Fuchses und Esels konnte mit derselben Leichtigkeit wie aus Hunde. 
blut dargestellt werden. 

Soweit es anging, wurde jedes Oxyhaimoglobin noch zweimal in der 
Kalte unter Alkoholzusatz umkristallisiert und so der Schwefelbestimmung 
zugefiihrt. In einzelnen Fallen (siehe hieriiber die betreffenden Tabellen) 
wurde auch die erste, in anderen Fallen auch die sechste Kristallisation 
gepriift. 

Der Schwefelgehalt wurde nach der von Valer auch in seinen Einze! 
heiten beschriebenen Methode von ter Meulen® bestimmt, daher ich mi: 
dessen Schilderung eriibrigen kann und bloB8 erwahnen will, da& 25 °jiges, 
von Kahlbaum bezogenes Platinasbest, von dem ich annahm, daB es sich 
besser als das selbstangefertigte bewahren wiirde, sich als véllig unbrauchbar 
erwies und da8 in zwei damit an Cystin ausgefiihrten Versuchen gar kein 
Schwefelwasserstoff von der Lauge in der Vorlage aufgefangen wurde. 
Uber die Ursache dieser Erscheinung kann weder ich, noch konnte auf 
mein Befragen die chemische Leitung der Weltfirma Auskunft geben. 

Um mich von der Reinheit der auf ihren Schwefelgehalt hin zu priifenden 
Priparate zu iiberzeugen, habe ich meistens auch ihren Eisengehalt, und 
zwar nach dem Willstdtterschen* Verfahren bestimmt. Die betreffenden 
Daten sind jeweils in die entsprechenden Tabellen eingetragen und weisen 
zwar ab und zu Abweichungen von den aus der Literatur bekannten guten 
Durchschnittswerter auf, doch niemals in dem Sinne oder in solchem 
Grade, da8 die vori mir gefundenen Unterschiede in Schwefelgehalt auf 
eine durch den abweichenden Eisengehalt aufgedeckte Verunreinigung des 
Hamoglobins zuriickgefiihrt werden kénnten. 


B. Ergebnisse meiner Versuche. 
1. Katzen-, Rinder- und Pferdeoryhamoglobin. 

Vor allem soll iiber den Schwefelgehalt von Katzen-, Rinder- und 
Pferdehimoglobin berichtet werden, um die Valerschen Angaben zu 
iiberpriifen; denn stimmen meine Ergebnisse mit den ihrigen tiberein, 
so beweist dies nicht nur, daB unser beider Bestimmungen richtig durch- 
gefiihrt sind, sondern auch, daB meine weiter unten zu besprechenden. 
an Hundehimoglobin erhobenen recht merkwiirdigen Ergebnisse 
ebenfalls richtig sind. Die Ergebnisse dieser kontrollierenden Versuche 
sind in Tabelle I zusammengestellt. 


1 Zeitschr. f. phys. Chem. 7, 59, 1833. 

2 H. ter Meulen, Receuil des travaux chimiques des Pays-Bas 41, 
4. Serie, 3. Abt., 2, 1922. 

8 R. Willstdtter, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 58, ITI, 1152, 1920. 
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Tabelle I. 
Schwetelbestimmung E:senbestimmung 
g Nr Analysierte Sebwetel gefunden “Analysierte E sen getunden — 
= Substanz ——— - Substanz 
g mg z mg nte 
V 0.2504 2,404 0,96 — © xs os , 
oss 2019 | o97 | S760 | 358 | On| 6S 
0,965 
VI 0,2570 2,493 0,97 
0.2590 2.486 0,96 0,750 2,52 0,336 3 
g 0.2320 2,259 0.97 
5 0,97 
Vil 0,2550 2,471 0,97 + o se ont ‘ 
0.2! 5K ) 2.425 0.97 0.74009 2.46 0,333 2 
0,97 
Vill 02522 2.446 0,97 5 
0,2509 2,434 0,97 . 
0,97 
Gesamtmittel : 0.97 
Vv 0,2504 1,502 0,69 
02202 1,299 0,59 
0,2146 1,288 0,60 0.7590 2.51 0,335 % 
0,2318 1,368 0.59 
0,2574 1,519 0,59 
0,59 
VI 0,2276 1,366 9,60 ‘ 
3 0,2036 1,171 0,58 7 
3 0,59. 
Vil 0.2472 1,423 0.57 
02457 1,414 0.57 1 
0,2496 1,423 0,57 
0,57 
265 86 5 a i = 
0.2502 451 oe 01,7460) 2.5) 0,335 4 
0.57 
Gesamitmittel : 0.58 
Vill 0,2520 1,159 0,46 
0,2526 1,230 0,49 esos an ox . 
0.2596 1. 194 0.48 0.7495 2.47 0,329 3 
0,2510 1,128 0,45 
0,47 
=] IX 02466 1195 048 
= 0,2652 1,309 0,49 0.7115 2.39 0,336 3 
oa (),2284 1,178 0,51 
0,49 
XI 0,2530 1,168 0,46 1 
0.2606 1,190 0,46 4 
0,46 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Tierart 


Pferd 





Nr 


XIV 


XII 


Xl 


XV 























Sch wefelbestimmung a Eisenbestimmung 
‘Analysierte Schwefel gefunden Analysierte Eisen gefunden 
g mg °lo s mg %o 
0,2574 1,293 0,51 
02444 1,062 0,45 
0,2524 1,155 0,46 
0,47 
0,2574 1,120 0,45 
0,2550 1,421 (0,56) 
0,2580 1,184 0,46 
0,2554 1,229 0,48 
0,47 
Gesamtmittel : 047 
0,2240 1,416 0,58 
0,2316 1,363 0,59 
0,2390 1,315 0,55 : : 
0),2252 1119 (0,49?) 0,6120 2,06 0,336 
0,236 1,061 0,52 
0,2158 1,246 0,58 
02170 1,247 0,57 
0,57 
0,2398 1,374 0,57 . 
0.2268 1,283 0.57 0,6290 2,11 0,335 
0,2548 1,421 0,56 
0,57 
0,2498 1,389 0,56 
0,2214 1,237 0,56 0.7515 25 0.338 
0.2492 1420 0.57 i 
0,2622 1,522 0,58 
0,57 
02500 = 1,879 | 0,55 0,7530 2.53 0,336 
),2660 1,510 0,57 
0,56 
0,2594 1,434 0,55 - — te 
o2ss0 | 1962 | 07 | %7545 | 250 | 0,681 
0,56 
Gesamtmittel : 0,57 





Katze 
Rind. 


Pferd 








Valer Eigene Versucte 
0,97 0,97 
0,58 0,58 
0,57 0,57 
0,47 0,47 


Kristal). 
Sation 


nte 
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Auf Grund der Tabelle I und nachfolgender Zusammenstellung 


kann ich die Valerschen Angaben beziiglich des Schwefelgehalts von 
Katzen-, Rinder- und Pferdehamoglobin vollinhaltlich bestatigen: 





on 
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allerdings mit dem Bemerken, daB von den sieben Pferden Valers nur 
ines einen geringeren Schwefelgehalt als die iibrigen aufwies, wihrend 
von meinen acht Pferden vier den gréBeren, vier andere aber den 
kleineren Schwefelgehalt hatten. Dies bedeutet wohl keinen prinzipiellen 
Unterschied zwischen inser beider Befunden, da ja diese Bestimmungen 
an einer noch weit gréBeren Zahl von Pferden ausgefiihrt werden 
miiBten, um sicher zu entscheiden, was Zufall und was die Regel ist. 
Wie dem auch immer sei, die Ubereinstimmung zwischen den friiheren 
und diesen neueren Versuchsreihen ist eine derart vollkommene, dab 
auch den nachstehenden an Hundehamoglobinen ausgefiihrten Be- 
stimmungen volles Vertrauen geschenkt werden kann. 


2. Hundeoxyhdmoglobin. 


Vorerst soll iiber den Schwefelgehalt des Oxyhimoglobins von 
zwolf Hunden berichtet werden, die eigentlich zu anderen Versuchs- 
zwecken gedient hatten, und denen das Blut nach beendetem Versuche 
zur Hamoglobingewinnung entnommen wurde. (Die Hunde waren 
durch Kurare gelihmt und ihre Lungenatmung wurde Stunden hindurch 
kiinstlich mittels des H. H. Meyerschen Apparats unterhalten. Der 
Schwefelgehalt des Kurares wurde in eigens hierzu ausgefiihrten Ver- 
suchen bestimmt und so gering befunden, daB diesbeziiglich keine 
Bedenken obwalten kénnen.) 


Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle I] zusammen- 
gestellt, und es geht aus ihnen hervor, daSB am Hundehimoglobin 
viererlei Schwefelwerté vorkommen, wie dies auch von Valer gefunden 
wurde. 


Zur Erklairung dieser Erscheinung dachte ich zuniichst an die 
Méglichkeit, daB die Unterschiede durch die verschiedene Ernihrungsart 
der Hunde bedingt sein kénnten. Um dies zu entscheiden, lieB ich drei 
Hunde durch 10 Tage hungern, zwei andere fiitterte ich 5 Tage lang 
mit 500 g Fleisch taglich, einen sechsten Hund hielt ich aber 10 Tage 
lang bei reichlicher N-freier Kost, bestehend aus Fett und Starke. 


Die Ergebnisse dieser Versuche entsprachen aber, wie aus Tabelle ITI 
hervorgeht, durchaus nicht der von mir gehegten Erwartung, denn 
weder an den drei hungernden, noch an den zwei mit Fleisch gefiitterten 
Hunden gab es eine Ubereinstimmung im Schwefelgehalt ihres Hiimo- 
globins; und sehen wir von den etwas abweichenden, vielleicht fehler- 
haften Werten der N-frei ernihrten Hunde ab, so wiederholen sich 
hier dieselben vier oben erhaltenen Werte. Es lit sich also sagen, 
daB der Schwefelgehalt des Hémoglobins von der Art der Erndhrung 
unabhdngig ist. 
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Tabelle II. 
AO pe. vee “Schwetelb.stimmung || «= Esenbestimmung 
i Nr. Ageyelonte Schwetel ge'unden Anaty tarts Eisen getunden ng 
, as oe Barat mg nm *lo P i? _ mm °lo ail _nte 
VI 0,2513 1,533 0,61 
02507 1,509 0,60 “ = a 
0.2654 1,664 0.63 0, 7603 2.55 ) 335 o 
0,2580 1,548 0,60 
0,61 
vill 02486 1,417 0,57 
0.2509 1,55) 0,62 
0,2490 1,444 0,62 0,753 2.49 0,330 3 
0.2669 1,596 0,60 
0,2310 1,386 0,60 
0,61 
IX 0,2760 1,658 0,60 
0,2229 | 14 Oe | «(0,7686 | 248 (0881 | 8 
0,2532 1,610 0,63 
0,617 
x1 0,2544 1,520 0,61 
= 0,2562 1,546 0,61 0,767 2.49 0,325 3 
2 0.2310 1,432 «= 0,62 
4 0,61 
2 |i 
< XT | «(00,2556 1,558 0,61 ~aen aie os ‘ 
2 gars | 1068 | og: | %%S | 254 | 0500) 3 
4 || 0,61 
= || XIV 0,2496 1,523 0,61 
S 02776 | 1,741 0,63 0370 128 03388 3 
R= 0,2299 1,374 0,60 
0,61 
XV 0.2588 «1,518 = 0,60 . Mt 
0,61 ° 
Gesamtmittel : 0,61 
vy 02520 | 1,739 0.69 
0.2474 1.732 —0,70 
0.2639 1,760 0,67 0,735 2.44 0,332 3 
0,2530 1,748 0,69 
0.2514 1,741 ~~ 0,69 
+ 0,69 
vil 0,2494 1,630 0,66 
0,2476 1,733 0,70 
9 
O24e) | Le | ey | (0745 | 251 | 0887) 8 
| 0.2480 ©=«1.725 | 0,71 
| 0,2710 1,924 0,71 








0,69 
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Tabelle II (Fortsetzung). 











Schwefelbestimmung Eisenbestimmung 
t — ——————————— . ——— , 
: Nr. Analysierte Schwefel gefunden  Analysierte Eisen gefunden ‘Kristal 
2 Substanz ——  Substanz ‘ sation 
g mg eo g mg %e nte 
X 0.2490 1.691 0,68 
0.2480 1,715 0,69 
= 0.2576 1.709 0.67 0.781 2.55 0,326 3 
= 0.2290 1,580 0,69 
4 (2010 1411 0,70 
= 0.69 
2 Gesamtmittel : 0.69 
=] XI 02674 1542 0.58 
2 0,2516 1,392 0.56 0.7515 2.47 0,329 3 
= 0,2685 1,542 0,57 
= 0.57 
XVI 0.2582 «1.820052 =" sil - ; 
0.2626 1315 0.50 0766 | (253 OS 
051 
Valer gab' der Meinung Ausdruck, ,,..., dab im Hundeblut zwei 
oder mehrere Hamoglobine enthalten sind, die sich nur beziiglich ihres 
Schwefelgehalts voneinander unterscheiden.... Ich kam nun auf 


diesen Gedanken zuriick und baute ihn wie folgt weiter aus: Unter 
den Hunden, bei denen ja KérpergréBe, Form des Kopfes, der Extremi- 
titen, der Behaarung usw. solche Verschiedenheiten aufweisen, wie 
kaum bei einem anderen unserer Haussiiugetiere, gibt es bekanntlich 
zahlreiche Rassen, deren Vertreter auch durch den Sachunverstandigen 
oft auf den ersten Blick erkannt werden kénnen. Daneben gibt es aber 
namentlich unter den zu den Versuchen am leichtesten zugianglichen 
Tieren eine Anzahl von Bastarden oder Nachkommen von Bastarden, 
die verschiedene Rassentypen in sich vereinigen. Ist nun, was ja von 
vornherein gar nicht auszuschlieBen ist, je eine Hunderasse oder Rassen- 
gruppe durch einen ganz bestimmten Schwefelgehalt ihres Himo- 
globins ausgezeichnet, der in einem einfachen Verhaltnis zum Eisen- 
gehalt steht, so ist es auch denkbar, daB im Blute der Bastarden 
die verschiedenen Himoglobine der verschiedenrassigen Vorfahren zu 
verschiedensten Anteilen vorkommen, so da ein einfaches Verhaltnis 
zum Eisengehalt nicht mehr besteht. 

Durch die groBe Liebenswiirdigkeit des Herrn Prof. Rajtsits an 
der Veterinirhochschule in Budapest wofiir ihm auch an dieser 
Stelle bestens gedankt sei — war ich in der Lage, Oxyhimoglobin aus 
dem Blute von zehn rassenreinen Hunden (darunter mehrere mit 


1 le., S. 454. 
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offiziell gebuchtem Stammbaum) zu_priifen. 
..Pumi*-Hunde 


(spezifisch 


ungarische 


>. Timar: 


Hunderasse) 


mit 





Es handelte sich um zwei 
Pedigree 


einen Zwergseidenpinscher und zwei kurzhaarige deutsche Vorsteh 


hunde 


(einen 


mit Pedigree), 


zwel 


Foxterrier 


mit 


Pedigree, 


einen 


..Komondor*-Hund (spezifisch ungarische Hunderassen) mit Pedigre: 
und um zwei Wolfshunde. 


Tabelle 111. 


Hunde. 





Art der 
Ernahrung 


Fleisch 


Hunger 





N-frei 


Nr. 


XVII 


XVIII 


XIX 


XX 


XXI 


XXII 


O51 


0.69% 


0,48 
049 
0,50 
049 
047 
0.50 
049 
0.49 


0,61 
0.61 
0.60 
0,59 
0,59 


0,60 


0,46 
0,50 
0,46 
0,48 
0.50 


0,48 


0.61 
0.61 
0,65 
061 
0,63 
0.61 
0.65 
0,65 
0,66 
0,66 
0,66 


0,56 
0,54 
0,55 
0,55 


Schwetelbestimmung 
Analysierte Schwefel gefunden 
Substanz 
g mg 

0.2479 1,257 
02463 1,714 
0.2510 1,195 
0.2530 1,229 
0.2040 1.011 
0),2930 1,430 
0),2492 1,178 
0.2502 1,258 
0.2502 1,232 
0.2506 1,529 
02502 1,525 
0.2360 1,389 
0.2484 1,458 
0),2502 1,459 
0),2122 0,973 
0.2346 0,173 
0.2458 1,120 
0,1892 0,906 
0,2383 1,198 
0.2578 1,560 
0.2436 1,478 
0,2176 1,412 
0),2602 1,574 
0,2228 1,402 
0,2500 1,619 
0.2572 1,664 
0.2564 1,686 
0,2590 1,709 
0.2502 1,399 
0,2548 1,365 
02342 1,288 
0.2202 1,210 


0.55 


E:senbestimmung 


Analysierte 
Substanz 


£ 


0.7515 


0.7120 


0,700 


0,766 


0,7585 


mg 


2,39 


2,40 


2.65 


Eisen gefunden 


0.331 


0,335 


0,342 


0.346 


O386 


Kristalli- 
sation 


nte 
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Schwefelbestimmung Fisenbestimmuny 
s Nr. Analysierte Schwefel gefunden Analysierte Eisen gefunden 
Fi Substanz Substanz 
; g mg 7 g mg %o 
( XNIll 0.2500 1.418 0.57 
= | 0.2270 1,282 0.57 
3 02592 1,391 0,52 O7110 239 0336 
=| 0.2498 1418 0.57 
H 0.2742 1.463 0.57 
0.56 
a | XXIV 0.2500 1.418 0,57 
= 0.2518 1,373 0,55 ait 9 a ‘ 
2 0.2500 | 1425 0.57 0,7505 | 249 0,540 
: 0.2786 1.669 0.59 
0.57 
Ey XXV 0.2502 1.395 0.56 
= | 0),.2522 1,438 0.57 
rr: 0.2500 1.368 0.56 0.6500 2.19 0,337 
7 | 0.2484 | 1.357 = 0.56 
K. 0.2486 1.407 0.57 
0.57 
_ XXVI 0.2488 1,182 0,47” 
4 0.2310 1.317 0.57? 
= (0.2496 1.647 0,66? 
<= (),.2524 1.450 0.57 0.3675 1,24 0.336 
z 0.2482 1.495 0,57 
~ 0.2462 1.454 0,58 
0.2690 1,433 0.57 
0.57 


XXVII 0,2500 1,432 0,57 
.2498 1,424 0,57 
2518 1,435 0,57 0,7505 249 0,331 
2504 1,390 0.56 
0.2496 1,423 0.57 


—_—— 


Seidenpintscher 
=> 


_{ XXVIII 0,2502 1.427 0.57 
2 | 0,2498 1,438 0,57 
E 0.2500 1,425 0,57 ween | « a 
g 0274 | 1419 | 057 | 97885 | 244 | 0,888 
S (),2480 1.414 0.57 
* (),2675 1,525 0,57 

0.57 


| XXX 02452 1,398 0,57 


E 0.2540 1473 0,58 _ " 

EB Ps : , oi : 

7 | 0.2500 1.418 0.57 0.525 1.79 0.340 
= (),2740 1,578 0.57 


Kristalli- 
sation 


nte 
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Tabelle TV (Fortsetzung). 








Schwaiibustimanung Eisenbestimmung 
: Nr Analysierte Schwefel gefunden Analysierte Eisen gefunden Kristalli- 
2 Substanz — . Substanz sation 
ry mg 0/9 ru mg O'5 nte 
no j XXXI 0,2698 1,517 0,56 
a& 0.2608 1,558 0,58 0.7430 2.51 | 0,338 2 
==| 0.2570 1,530 0,58 
0.57 
5 | XXXII—s0,.2546 1.512 0.59 
== 0,2648 1,477 0,57 ie | ie os 
2s 025396 | «(1381 0 «oss C185 287 08808 
= (),2496 1,398 0,56 
0,57 
' XXIX 0.2518 1,511 0,60 
e. | 0.2474 1,542 0,62 
ES) 0.2480 1.536 0.62 0.7615 248 0,326 3 
27 | 0,2506 1,492 0,60 
0.2580 1,574 0,61 


061 


Das in Tabelle IV zusammengestellte Ergebnis dieser Unter- 
suchungen ist lehrreich, ja iiberraschend, entsprach aber durchaus nicht 
dem, was ich erwartete. Das Uberraschende und Unerwartete war, dab 

a) obzwar in den zehn Tieren sechs Rassen vertreten waren, mit 
einer einzigen Ausnahme der Schwefel im Oxyhdimoglobin aller Tiers 
denselben Wera hatte; 

b) daB die neun iibereinstimmenden Werte identisch sind mit 
dem, den wir ohne Ausnahme an allen Rindern und teilweise auch an 
Pferden fanden; 

c) daB der eine abweichende Wert ein solcher ist, dem wir an 
den nicht rassenreinen Hunden (Tabelle IL) sehr haufig begegnet haben; 

d) daB ein hoher Schwefelgehalt, der, mit einem niedrigeren 
vermischt, den in der Tabelle Il verzeichneten Gehalt von 0,69", 
ergeben haben kénnte, nicht gefunden wurde. 

Es sind dies lauter Umstiande, die durch gegenwartige Arbeit nicht 
geklirt werden kénnen. Ja, es ergeben sich weitere neue Fragen, auf 
die ich bloB hinzuweisen vermag, die aber zu beantworten, ich nicht 
in der Lage bin. Wenn man namlich an dem Gedanken festhalt, dat 
es sich bei den nicht rassenreinen Hunden um Gemische von Hamoglobinen 
mit verschiedenem Schwefelgehalt handelt, so ist es ganz und gar un- 
verstandlich, warum man aufber dem fiir das Rind, das Pferd und fiir 
den rassenreinen Hund charakteristischen Werte, 0.57 oder 0.58 °.,,, 
immer wieder auf die Werte 0,69, 0.61 und etwa 0,50°,, und nur auf 
diese st6Bt, die ja auch von Valer gefunden wurden : 
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laler Eigene Versuche 

0.70 0.69 0.65 

0.61 0.611. 0.601 .. 

57 0.57 labelle II 0.55 Tabelle Ill 
051 051 049 


Logischerweise miibte man, wenn wirklich eine Mischung ver- 
schiedener Hamoglobine vorliegt, alle méglichen Werte zwischen dem 
hochsten und dem niedrigsten erhalten. Daraus aber, dal dies nicht 
der Fall ist, kann man folgern, daB beziiglich des Anteils, in dem je 
eine Hamoglobinart zum Gemisch beitragt, drei ganz bestimmte Pro- 
portionen vorhanden sind, die weder iiber-, noch auch unterschritten 
werden kénnen. Ist diese Annahme richtig, so miiBte es auch mindestens 
je eine bisher allerdings nicht bekannte Hundehamoglobinart mit sehr 
hohem und sehr niedrigem Schwefelgehalt geben, die als Beimischung 
zu anderen Hiamoglobinen, die tatsichlich gefundenen hohen bzw. 
niederen Werte 0.69 bzw. 0.51°,, ergibt. 


3. Schwefelgehalt einiger seltener dargestellten Oxyhdmoglobine. 
Dal der an allen Rindern, vielen Pferden und beinahe an allen 
rassenreinen Hunden gefundene Wert von 0.58 bzw. 0.57°., Schwefel, 
aus dem sich, wie bereits von Valer erwahnt wurde, ein Verhiiltnis 





Abb. 1. Oxyhiamoglobin aus Eselsblut. 
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zwischen Eisen und Schwefel FeS, errechnen labt, auch fiir and 

- Tierarten charakteristisch ist, geht aus nachstehender Tabelle V hery 
in der der Schwefelgehalt des prachtig kristallisierenden Oxyhim. 
globins von einem Esel und einem jungen Fuchs (das Blut  beic 
sowie auch die photographische Aufnahme verdanke ich aberma|s 
Herrn Prof. Rajtsits), weiterhin zweier Schweine zusammengestellt jst 
und an allen vier Priparaten 0.57 bzw. 058°, betrug. 


y) 
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val 
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Abb. 2. Oxyhamoglobin aus Fuchsblut. 


Lehrreich sind auch die in dieselbe Tabelle eingetragenen, an 
Oxyhamoglobin von vier Gansen ausgefiihrten Schwefelbestimmungen 
Mit Ausnahme des Giéansehimoglobins Nr. Il, von dem blob ein 
Analyse vorliegt, zeigen die iibrigen in guter Ubereinstimmung einen 
zwischen 0.71 bis 0.72°,, liegenden Mittelwert. der nicht stark von 
dem abweicht, der auch an einer Anzahl von nicht rassenreinen Hunden 
vorkommt: 0.70°,, bei Valer, 0.69°,, bei mir. Sollte die Schwefe! 
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Schwefelbestimmung 
= Nr. Analysierte Schwetel getunden Analysierte 
= Substanz _ Substanz 
2 me 0 £ 
Z { 0.2480 1.472 0.59 a 
: — ‘ a2 0.3570 
Ss | 0.2522 1.469 0.57 
i O.5S 
at 0.2600 1,482 0,57 
Ei 0),2459 1,396 0,57 0.7520 
= | 0.2559 1,293 0,57 
0,57 
e | I 0.2562 1,478 0.58 O.7610 
. 11 §=0,2558 =: 1,487 0,56 
- | 0,2412 1,379 0.57 0.7509 
I 0.2767 1,516 0,56 
0.57 
I 0.2572 1.699 0.68 
0.2570 1.789 0.70 0.3550 
0.2536 1.875 0.74 
0.71 
ll 0.1504 1,22 0.68 
z ul 0.2539 1,771 0,70 
a 0.1530 1,399 071 
0.705 
IV 0.2524 1,776 0.70 
0.2490 1,827 0.73 0.7550 
0,2412 1.737 0,72 
0,72 


Eisenbestimmung 


Eisen getunden 


mg 


1,12 


2.57 


0.338 


0.333 


0.332 


0,33 


0.357 


0.340 


Kristaili- 
sation 


nte 


iw 


1 


bestimmung, am Oxyhaimoglobin einer gréberen Zahl von Giansen aus- 


gefiihrt, zum selben Ergebnis fiihren, so stiinden wir vor einem weiteren 
Ritsel, denn auch dieser ist ein Wert, aus dem sich kein einfaches 


Verhaltnis zwischen Schwefel und Eisen berechnen labBt. 


4. Cystin im Hadmoglobinmolekiil. 


Wie bereits von Valer berechnet, laBt sich fiir die Hamoglobine 
mit dem Schwefelgehalt von 0.58 bzw. 0.97°,, auf Grund ihres Eisen- 
gehalts ein Mindestmolekulargewicht von etwa 16,500 und ein durch 
einfache Zahlen darstellbares Verhaltnis zwischen Eisen- und Schwefel- 


gehalt berechnen, nimlich: FeS, bzw. FeS,. 
wieviel bzw. ob aller Schwefel im Hamoglobin in Form von C ystein (Cystin) 
Wohl geht dies aber aus folgender Berechnung hervor. 


enthalten sei. 


Hieraus folgt noch nicht, 
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Dem Cystein kommt ein Molekulargewicht von 121 zu; folglich e:; 


spricht dem Hamoglobin mit dem 
121. 0,58 


Schwefelgehalt von 0,58°, ein Cysteingehalt von 39 2,18 
121. O,97 
0.97% ,, * be 39 3.64 


Das aus dem Cysteingehalt berechnete Mindestmolekulargewic)t 


betragt dann 
121. 100 


fiir 2,18°, Cystein 2.18 5550, 
; 121. 100 
3,64°,, “ 3325. 
- 3,64 


Da sich aber aus dem Eisengehalt ein Molekulargewicht von 16500 
berechnen laBt, ist es klar, daB sich auch aus dem Cystein berechnet ein 


Molekulargewicht von 3. 5550 16650, 
5. 3335 16625 


ergibt; also genau dasselbe wie aus dem S-Gehalt allein. Durch diese 
vollkommene Ubereinstimmung ist sicher erwiesen, daB im Ha moglobin 
molekiil aller Schwefel in Form von Cystein enthalten ist. 


Fiihrt man dieselbe Berechnung fiir Cystin durch, so ergibt sich 
folgendes. Dem Cystin kommt ein Molekulargewicht von 240 zu 
folglich entspricht dem Hamoglobin mit dem 


240 . 0,58 


Schwefelgehalt von 0,58°, ein Cystingehalt von 64 2,19 %, 
» 


240. 0.97 


0,97 ° 3,67° 
_* oO ” ” or > ’ o 
64 


Das aus dem Cystingehalt berechnete Mindestmolekulargewicht 


betragt dann 
240. 100 


i} 9190 ‘weti Qat 
fiir 2,19°, Cystin 2.19 10959, 
240. 100 
n Se #8 — 6540. 
3,67 


Da sich aus dem Eisengehalt ein Mindestmolekulargewicht von 16500) 
ergibt, so muB sich, aus dem Cystein berechnet, 


ein Molekulargewicht in der Héhe von 10959. 3 32 900, 
6540.5 32 800 


” * oy 


ergeben, also das Doppelte der aus Eisen, Schwefel und aus Cystein 
berechneten Zahl. 
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Die Ergebnisse obiger Versuche lauten kurz zusammengefabt 
wie folgt. 

Den Befund von Valer, wonach in Himoglobin von Katzen 0,97 °,,, 
in dem von Rindern 0,58 °., Schwefel enthalten sind. kann ich vollstandig 
bestatigen; letzteren fand ich auch an der Hafte der untersuchten 
Pferde. Aus obigen Werten laBt sich ein Verhaltnis von Fe: 8; bzw. 
FeS, berechnen. 

Priift man Himoglobin von Hunden ohne Auswahl, wie sie eben 
den Instituten geliefert zu werden pflegen, so erhalt man selten obigen 
Wert von 0.58°,; weit haufiger solche, aus denen sich kein einfaches 
Verhaltnis zwischen Eisen- und Schwefelgehalt berechnen laBt. Diese 
Werte sind 0,70, 0,61 und 0,50°,, merkwiirdigerweise dieselben, die 
auch von Valer gefunden wurden. 

Priift man hingegen Hamoglobin von rassenreinen Hunden, 80 
erhalt man tiberwiegend die Zahl 0,57°(, (FeS,), ebenso auch am Esel 
und am Fuchs. Im Hamoglobin von Ginsen sind 0,71°(, Schwefel 
enthalten. 

Im Hamoglobin mit 0,58 bzw. 0,97°,, muB, wie die Berechnung 
ergibt, aller Schwefel in Form von Cystein (Cystin) enthalten sein. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn Prof. 
Paul Hari ausgefiihrt. 








Uber den Vitamin-B-Gehalt yon unter Zusatz 
verschieden groGer Hefemengen gebackenen Weizenbroten. 


Von 
Arthur Seheunert und Martin Schieblich. 
(Aus dem Veterinar-physiologischen Institut der Universitat Leipzig. 
(Eingegangen am 14. September 1928.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Verwendung von Prefhefe bei der Herstellung des Teiges 
von Weizenbrot fiihrt zu der Frage, wie der Vitamin-B-Gehalt feiner 
weiBer Weizenbrote zu beurteilen ist. Bekanntlich ist der Vitamin-B- 
Gehalt weiBer Weizenmehle auBerordentlich gering bzw. gleich Null 
Es gelingt nicht, mit Weizenmehlen und Weizenbroten feinster Aus- 
mahlung (bis 60°.) den infolge polierter Reisfiitterung bei Tauben 
hervorgerufenen Vitamin-B-Mangel zu verhindern, und ebensowenig 
kénnen junge wachsende Ratten mit solchem Brot vor Vitamin-B- 
Mangel erfolgreich geschiitzt werden. Dies haben zahlreiche Versuche 
verschiedener Autoren dargetan. Wenn man bedenkt, daB zu einem 
etwa 350g schweren Weizenbrot 280g Weizenmehl und 5g frische 
Treibhefe verwendet werden, so wirft sich die Frage auf, inwieweit es 
gelingt, durch Erhéhung der verwendeten Hefemenge auch den Vitamin- 
gehalt des Brotes zu steigern und ihn auf eine solche Héhe zu bringen, 
daB auch feinstes Weizenbrot als eine in Betracht kommende Vitamin-B- 
Quelle anzusprechen wire. 

Uns standen durch Vermittlung des Hefeindustrie-Vereins drei 
Brotsorten zur Verfiigung, die aus 60°,igem Weizenmehl mit ver- 
schiedenen Hefezusitzen hergestellt worden waren, und zwar waren 
1. die backereiiiblichen 5g, 2. 15g und 3. 30g Hefe mit 280g Mehl 
verarbeitet worden. Die Hefe war handelsiibliche MelassepreShefe 

Diese drei Brotsorten wurden uns laufend frisch geliefert und auf 
ihren Vitamin-B-Gehalt an Tauben und Ratten gepriift. 


1. Untersuchung an Tauben. 


Der Taubenversuch richtet sich ganz zpeziell auf den Nachweis 
des antineuritischen Faktors des Vitamins B. Er wurde so angestellt, 
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daB Tauben mit poliertem, 8 Stunden auf etwa 120° erhitztem Reis 
gefiittert wurden und taglich, vom Versuchsbeginn an, eine Zulage 
vom zu untersuchenden Brot als Zwangsfiitterung erhielten. Geniigt 
bei einer solchen Versuchsweise die damit gereichte Vitamin-B-Menge 
nicht, den Bedarf der Taube zu decken, so beginnen nach kurzer Zeit 
Korpergewicht und Kérpertemperatur, die periodisch gemessen werden 
miissen, zu sinken. Die Tiere entwickeln dann meist, sofern nicht der 
Vitamin-B-Mangel behoben wird, unter erst langsamem, zuletzt rapidem 
Temperaturabfall die bekannten polyneuritischen Krampfe und gehen, 
auch wenn solche nicht eintreten, ein. Besonders dann, wenn die im 
Brote zugefiihrte Vitaminmenge allzu ungeniigend ist, tritt noch eine 
andere Erscheinung ein. Vitamin-B-Mangel fiihrt als eines der Anfangs- 
symptome Stérungen in der Funktion des Verdauungsapparats (Herab- 
setzung des Appetits, der Sekretionen und der Motilitat) herbei. Infolge- 
dessen vermégen solche Tauben die ihnen kiinstlich durch Stopfen ein- 
verleibten Brotmengen nicht mehr ordnungsgemiB aus dem Kropf in 
den Magen zu entleeren. Diese stauen sich deshalb im Kropf, und es 
kommt zu einer rapiden Gewichtsvermehrung des Tieres, die aber 
mit einer dem Stadium des Vitamin-B-Mangels entsprechenden Kérper- 
temperaturverminderung einhergeht. Beseitigt man durch Vitamin-B- 
Zufuhr den Vitamin-B-Mangel, so kommt die motorische Titigkeit 
des Osophagus und Kropfes wieder in Gang, der Kropf entleert sich 
und das Korpergewicht sinkt unter gleichzeitigem Anstieg der wieder 
normal werdenden Koérpertemperatur. Unter Beriicksichtigung dieser 
Moglichkeiten des Verruchsverlavfes handelt es sich nun darum, durch 
sinngemaBen Wechsel der Zulagemenge diejenige Menge Brot zu er- 
mitteln, die gerade hinreicht, um die Tauben vor Gewichtsverlust und 
Temperaturabnahme zu schiitzen. 

Wir geben im folgenden die auf diese Weise gewonnenen Versuchs- 
ergebnisse in kurvenmaBiger Darstellung der Gewichts- und Temperatur- 
verhaltnisse wieder. 

Die Tauben Nr. 134 und 135 erhielten tiglich 18 bzw. 20 g einer 
zwangsgefiitterten Zulage von Weizenbrot iiblicher Zubereitung, also 
mit 5g Hefe in etwa 350g Brot. 

Abb. 1 gibt die Temperatur- und Gewichtskurven beider Tauben 
wieder. Sie zeigen, daB keine der beiden Zulagen geniigte, die Tauben 
vor Vitamin-B-Mangel zu schiitzen. Beide Tiere zeigten unter stetigem 
Abfall der Kérpertemperatur anfaingliche Abnahme, bald aber steilen 
Anstieg des Kérpergewichts infolge Stauung unverdauter Brotmassen 
im Verdauungstrakt. Vom 12. Versuchstage an stockte die Verdauung. 
GroBere Mengen als die gereichten konnten den Tieren nicht beigebracht 
werden, es war schon schwer, das Erbrechen der gereichten, sehr 
voluminésen Mengen zu verhindern. Taube Nr. 135 erhielt, da ihr 











382 A. Scheunert u. M. Schieblich: 


Zustand bedrohlich geworden war, vom 16. Tage, Taube Nr. 134 vom 
22. Versuchstage ab tiglich 1 g Trockenhefe, um den Vitaminmang:| 
zu beheben. Dies gelang; der Zustand besserte sich zusehends, div 
Verdauung kam wieder in Gang, und die Kérpertemperatur stieg wieder 
auf die normale Hihe.an. Nach Erreichung des normalen Status wurde 
der Versuch abgebrochen. 
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Die Zufubr von 18 bis 20 g des iiblichen Brotes mit 5 g Hefezusatz 
hatte also nicht geniigt, die Tauben zu schiitzen. Dies bestiitigt zuniichst 
die allgemeine Erfahrung, die mit Weizenbrot feinster Ausmahlung 
von anderen Autoren gemacht worden ist. Es ist hierzu aber noch 
folgendes zu bemerken. Man kann mit ziemlicher Sicherheit annehmen 
daB die 5g Hefe etwa 25°, Trockensubstanz enthalten haben. Es 
waren dann in 20g Brot etwa 0,07 g Hefetrockensubstanz, demnac| 
also etwa 0,077 g Trockenhefe enthalten. Diese wiirde, in reiner Form 
einer Taube gereicht, noch gerade an den unteren Grenzen dessen 
liegen, was, einen vorziiglichen Vitamin-B-Gehalt der Hefe voraus 
gesetzt, zum Schutze einer Taube vor Vitamin-B-Mangel nétig wiire 
Einen sicheren Erfolg wiirde man allerdings erst mit etwa 0,1 g er- 
warten kénnen. Hierzu kommt nun noch, da wir den Vitamin-b- 
Gehalt der zum Backen verwendeten Hefe nicht kennen, diesbeziiglicle 
Versuche mit verschiedenen PreBhefen sind im Gange. Weiter liegt 
eine Schidigung durch das Backen im Bereich der Méglichkeit. Vor 
allem ist aber darauf hinzuweisen, daB die groBen Brotmengen nicht 
hinreichend verdaut worden sind, und daB es natiirlich ein Unterschied 
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ist, ob die gereichte Vitamin-B-Menge in konzentrierter Form als 
Trockenhefe oder in 18 bis 20 g Brot verteilt gereicht wird. Abgesehen 
hiervon aber wei man, daB kohlehydratreiche Ernahrung den Vitamin- 
B-Bedarf steigert. Alles dies setzt natiirlich die Wirkung des Vitamins B 
der Hefe im Brot herab. Das negative Ergebnis des vorliegenden 
Versuches ist also erklarlich. 
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Abb. 2 bringt in gleicher Darstellungsart die Versuche mit der 
zweiten Brotart, die 15 g Hefe in 350 g Brot enthielt. Taube Nr. 136 
erhielt zunachst 12g Zulage, und als diese den Eintritt der Mangel- 
erscheinungen nicht aufhalten konnten (Abfall von Kérpergewicht und 
Temperatur), 15 g Zulage von diesem Brote. Auch diese Menge erwies 
sich als ungeniigend. Die Kérpertemperatur fiel weiter ab und die 
Motilitatsstockung des Verdauungstrakts fiihrte zu Anstieg des Kérper- 
gewichts infolge Anschoppung von Futtermassen. Am 24. Versuchstage 
traten die polyneuritischen Krimpfe ein. Durch Hefezulage wurde 
das Tier geheilt. Taube Nr. 137, die von Anfang an 14g Brotzulage 
erhielt, verhielt sich ahnlich, sie starb am 17. Versuchstag. 

Taube Nr. 140 konnte dagegen mit 18 und spiter mit 17 g Brot- 
zulage vor Vitamin-B-Mangel geschiitzt werden, waihrend 16 ¢ nicht 
mehr geniigten. Diese Versuche zeigen also, daB von einem Weizen- 
brot mit der dreifachen Hefemenge der gewohnlich verwendeten die 
immerhin grobe Menge von 17 g Brot erst so viel Vitamin B enthalt, 
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um eine Schutzwirkung bei der Taube iuBern zu kénnen. Der Versuch 
zeigt in Bestatigung der oben gegebenen Uberlegungen, daB die bei der 
Herstellung von Gebick aus feinstem Weizenmehl] verwendete Hel- 
diesem erst dann eine nachweisliche Vitamin-B-Wirkung verleilit 
wenn sie in wesentlich héheren Mengen verwendet wird, als dies 
iiblich ist. 
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Auf Abb. 3 endlich sind die Kurven der Tauben zusammengestellt, 
die Zulagen von Brot mit 30 g Hefezusatz erhalten hatten. Die Kurven 
sind in ihrem Verlauf sehr klar, 11 bis 12 g tagliche Zulage geniigten 
um Korpertemperatur und -gewicht konstant zu erhalten und somit 
Vitamin-B-Mangel zu verhiiten. 

ZusammengefaBt, zeigen die Taubenversuche, daB mit steigender, 
zum Backen des Brotes verwendeter Hefemenge der Vitamin-B-Gehalt 
des Brotes zunimmt und somit das Brot an Schutzkraft gegen Vitamin 
B-Mangel gewinnt. 


2. Versuche an Ratten. ' 

Die weitere Untersuchung wurde mit jungen, wachsenden Ratten | 
vorgenommen. Diese wurden in Einzelkafigen aus Glas auf weit- ‘ 
maschigem Drahtnetz zur Verhinderung des Kotfressens gehalten wn : 
im Alter von 3 bis 4 Wochen bei einem Kérpergewicht von etwa 50 ¢ ‘ 


in den Versuch genommen. Die Tiere erhalten dann zunachst cine d 
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Nahrung, die alle zum Leben und bestem Wachstum nétigen Stoffe 
mit Ausnahme von Vitamin B enthalt. 

Unsere Nahrung enthalt nach den amerikanischen Vorbildern: 20°, 
Casein, 7°, Palmin, 8°,, Lebertran, 5°, Salzgemisch nach Me Collum und 
Davis und 60°, Starke. Casein und Starke werden nach bewahrten Methoden 
von Vitamin B befreit. Als Starke wird Maispuderstarke der Deutschen 
Maizenawerke verwendet, fiir deren unentge!tliche Chberlassung diesen 
Werken besonders gedankt sei. Das Palmin ist handelsiiblich und wird 
durch achtstiindiges Erhitzen unter Luftdurchleitung vorbereitet. Der 
Lebertran dient zur Vitamin-A- und -D-Versorgung. 

Mit dieser Nahrung vermogen die Ratten nur ein voriibergehendes 
Wachstum zu zeigen. Bald erfolgt Gewichtsstillstand und -riickgang. 
Gleichzeitig werden die Ratten struppig und hinfallig und gehen im 
Ernahrungszustand stark zuriick. Sind diese Erscheinungen, die das 
Bestehen von Vitamin-B-Mangel anzeigen, hinreichend ausgepragt, sc 
erfolgt die Zugabe des auf seinen Vitamin-B-Gehalt zu untersuchenden 
Materials. 
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Im vorliegenden Falle wurden jeweils 3 g der zu untersuchenden 
Weizenbrotsorten zugelegt. Die Versuchsergebnisse sind auf Abb. 4 
kurvenmaBig dargestellt. Die Unterschiede zwischen den drei Broten 
sind deutlich. Das mit 5 g Hefe gebackene Brot vermochte die Ratten 
unter am Ende der 54tagigen Versuchsperiode ganz allmahlich ein- 
setzendem Gewichtsanstieg gerade zu erhalten. Sie waren am Ende 
des Versuches in kiimmerlichem Zustande, wie es bei bestehendem 
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Vitamin-B-Mangel der Fall ist. Es entspricht das den schon iiber 
solche Brote vorliegenden Erfahrungen. 

Die Verwendung von 15 g Hefe hatte schon einen etwas besseren 
Erfolg zu verzeichnen, aber erst das mit Hilfe von 30 g Hefe gebackene 
Brot brachte ein zwar keineswegs optimales, aber doch befriedigendes 
Wachstum zustande. 

Es gelingt also auch nach diesem Versuch, durch Verwendung 
gréBerer Hefemengen beim Brotbacken dem Brot einen héheren Vitamin- 
B-Gehalt zu verleihen. 


Zusammenfassung. 


Durch Steigerung der Menge der beim Brotbacken verwendeten 
handelsiiblichen MelassepreBhefe gelingt es auch bei Verwendung von 
feinstem, praktisch vitamin-B-freiem Weizenmehl, den Vitamin-B- 
Gehalt des erzielten Brotes zu steigern. Die verwendeten Hefemengen 
miiBten allerdings ganz erheblich héher sein, als es tiblich ist (5 g) 
und mindestens 15 bis 30g betragen. Es wiirde sich dann nicht 
mehr um ein Weizenbrot im gewéhnlichen Sinne, sondern eher um 
ein ,,Hefebrot*’ handeln. 
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Notiz 
iiber manometrische Messung kleiner Sauerstoffpartialdrucke. 


Von 
Otte Warburg und Fritz Kubowitz. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 16. September 1928.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Um kleine Sauerstoffpartialdrucke bis herab zu einigen '/ ; 5 999 Atm. 
zu messen, hat sich folgende Anordnung bewahrt, die geeignet ist, 
iiber den Sauerstoffgehalt der von der Technik dargestellten in- 
differenten Gase (Stickstoff, Wasserstoff usw.) Aufschlu8 zu geben. 

Der Hauptraum HR des MeBgefaBes (vgl. 

Abb. 1) enthalt 2cem m/5 eisenfreier' Natrium- 2um Manomete- 
pyrophosphatlisung, der Einsatz E 0,2 com 5° ,ige 
Kalilauge, der Anhang A 0.2ccm m/2 Ferro- 
sulfat, gelist in n/500 Schwefelsaure. 

Das MeBgefab wird mit einem Wassermano- 
meter verbunden und von der Manometerkapillare 
aus mit dem Gas gefiillt, dessen Sauerstoffpartial- 
druck gemessen werden soll. Dann wird im 
Thermostaten bis zum Ausgleich der Drucke und 
der Temperatur geschiittelt. Da saure Ferro- 
sulfatlésung unter den Bedingungen der Anordnung 
keinen Sauerstoff absorbiert, bleibt der Sauer- 
stoffdruck wahrend der Ausgleichszeit in dem 
MeBgefaB konstant. 

Ist der Ausgleich erreicht, so gibt man den Inhalt von A in den 
Hauptraum HR, wobei sich das Sauerstoffabsorptionsmittel Ferro- 
pyrophosphat bildet. Ferropyrophosphat absorbiert Sauerstoff selbst 
sehr kleinen Partialdrucks schnell. Deshalb tritt nach dem Mischen 








1 Vgl. O. Warburg, diese Zeitschr. 187, 255, 1927. 
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des Ferrosulfats mit dem Pyrophosphat ein negativer Druck auf, der 
schnell konstant wird. Nennen wir den konstanten Endwert dieses 
Druckes P, und ist der Gesamtgasdruck (minus Wasserdampftension 
in dem MeBgefaiB vor Einkippen des Ferrosulfats P, so enthalt das Gas 


P, 
p*10 


Volumprozente Sauerstoff. 


Priifung der Methode. 


Um die Methode zu priifen, brachten wir an der Verbindungsstelle 
zwischen MeBSgefiB und Manometerkapillare einen Schwanzhahn an 
(Abb. 2). SchlieBt man den Schwanzhahn nach erfolgtem Ausgleich 





"hermostaten - Wasser 
=— Uberflache —> 


Abb. 2. 


(nach allen Seiten) und fillt die Manometerkapillare mit Sauerstoff 
so kann man beliebige Mengen Sauerstoff in das MeBgefaB eindriicken 
indem man den Schwanzhahn unter Uberdruck schnell éffnet und 
wieder schlieBt. Man spiilt dann den Sauerstoff aus der Kapillare 
mit Stickstoff heraus, éffnet den Schwanzhahn gegen die Kapillare 
und mift den Partialdruck des eingedriickten Sauerstoffs. Dann 
gibt man das Ferrosulfat aus A in HR und mifbt den auftretenden 
negativen Druck, dessen Endwert P’, sei, zum Unterschied von P,, der 
auftritt, wenn man keinen Sauerstoff in das MeBgefaB eindriickt 

War der Partialdruck des eingedriickten Sauerstoffs 4 P, so fanden 
wir 

P, = P,— JP, 


womit die Brauchbarkeit der Anordnung erwiesen war. Ein Beispie! 
enthalt die Tabelle. 
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Manometrische Messung kleiner O,-Partialdrucke. 


Tabelle. 
16,5 cem. 


Casraum : 
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Bombenstickstoff. 








Sperrfliissigkeit des Manometers: Brodiesche Filiissigkeit (10000 mm 
1 Atmosphiire). 
GetaB 1 GetaB 2 GetaB 3 GetaB 4 
Oz | } = & fiam + Bem 
Druckanderun- 
gen nach Eins 
kippend Ferros mm mm mm mm 
sultats aus A | 
in HR 

10’ — 3.5 3,0 —i7l 47.5 

20’ — 4.0 — 3,0 — 74 — 50,0 

30’ — 40 — 30 — 74.5 — DO5 

40’ — 40 — 3,0 — 745 50,5 

Mittel P, = —3,5mm P, =~ —74,5mm P, =~ —50,5mm 


Sauerstofigehalt einiger technischer Gase. 


Wir fanden: 


P. 


é 


AP =—745mm P,— AP = —51,5mm 


In dem Stickstoff der Lindes Eismaschinen A.-G. 0,035 Vol.-°, O, 
» Kohlenoxyd der Farben 1. G. Ludwigshafen 0,15 » 
keinen O, 


» Argon der Lindes Eismaschinen A.-G. 


O, 











Zur Methode 
der kolorimetrischen Milchséurebestimmung. 


Von 
Bruno Mendel, Berlin-Wannsee. 


(Eingegangen am 16. September 1928.) 


In Band 164 dieser Zeitschrift habe ich eine kolorimetrische Mikro- 
methode zur quantitativen Bestimmung von Milchsaure beschrieben 
Die Milchséure wird durch heiBe konzentrierte Schwefelsiure in Acet- 
aldehyd iibergefiihrt. Nach Zusatz von Veratrol entsteht eine rote 
Farbe; die Intensitét der Farbe ist eine lineare Funktion der Milch- 
siurekonzentration. 

Im folgenden beschreibe ich zwei Verbesserungen der Methode 
Die eine betrifft die Aufbewahrung der Schwefelsiure, die andere die 
Empfindlichkeit der Farbreaktion. 

1. Die Konzentration der Schwefelsiure mu8 konstant sein; 
denn der Grad der Aldehydbildung ist von der Konzentration der 
Schwefelsdure abhangig. 

Da Schwefelsiure in einer Flasche — bei jedem Offnen — Wasser 
anzieht, benutzen wir Kahlbaums ,,.Schwefelsiure in Ampullen‘. Billiger 
ist es aber, die Schwefelsiiure (Kahlbaums Schwefelsiure zur Milch- 
siurebestimmung) in einer 1-Literflasche mit einem am Boden an- 
geschmolzenen Hahn zu halten (Schliff nicht einfetten!). Zwei mit 
konzentrierter Schwefelsiure gefiillte Waschflaschen und ein Chlor- 
calciumturm dienen als Vorlage. Vor dem Offnen des Hahns wird 
mit einem Gummigeblase Luft durch die Vorlage in die Schwefelsaure- 
flasche hineingepreBt. Die Schwefelsiure, die sich im Auslauf des 
Hahns befindet, wird nicht benutzt. Diese Anordnung sichert dic 
Konstanz der Schwefelsiurekonzentration. 

2. Die Entwicklung der Farbreaktion ist abhangig von der Tem- 
peratur: Die Farbung wird am starksten bei 25° C; héhere Temperaturen 
hemmen die Farbreaktion. Das Reagengglas wird deshalb nach Zusatz 
der Veratrollésung, die durch kraftiges Schiitteln mit der Schwefelsaure 
vermischt werden soll, 20 Minuten — bis zum Zeitpunkt der Kolori- 
metrie — in einem Wasserbad von 25°C gehalten. Diese Verbesserung 
macht es méglich, noch ein Millionstel Gramm Milchsaure quantitativ 
zu bestimmen. 
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Lipoidgehalt der Butter. 
3. Mitteilung tiber Lipoide. 
Von 
Bruno Rewald, Hamburg. 


(Eingegangen am 16. September 1928.) 


Die Angaben iiber den Gehalt an Lipoiden (Lecithin) in der Butter 
schwanken auBerordentlich. Nach einer Zusammenstellung im Hand- 
buch von Benedikt-Ulzer (1) sind die Lecithinmengen in der Butter 
auBerordentlich gering, sie liegen zwischen 0.017 bis 0,38°,, 
wobei letzterer Wert schon als auBerordentlich hoch und demnach 
wohl falsch bezeichnet wird. Die neuere Literatur, zusammengestellt 
im Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden (2), zeigt das gleiche 
Bild; auch hier wird der Lipoidgehalt mit 0 bis 0,014°., angegeben, 
ist also auBerordentlich niedrig. Diese Zahlen stehen nun aber in einem 
eigentiimlichen Gegensatz zu den Angaben iiber den Lecithingehalt 
der Milch. Hieriiber liegen zahlreiche Untersuchungen vor. Altere 
Analysen, so die von Burow (3), geben einen Lecithingehalt von 0,049 
bis 0,058 °,, in der Kuhmilch an. Hiernach miiBte. unter der Voraus- 
setzung, daB alles Milchfett in die Butter geht und diese zu etwa 90°, 
aus reinem Fett besteht, der Gehalt der Butter an Lipoiden etwa 1,5°,, 
sein. Nerking und Hdnsel (4) haben den Gehalt der Kuhmilch an 
Lecithin zu 0,064°,, angegeben, hiernach berechnet sich die Menge 
Lipoide in derselben zu etwa 2°,,. Auf die alteren Arbeiten von Schmid- 
Miitheim (5) soll nur hingewiesen werden, da der auBerordentlich 
geringe Gehalt von 0,004°,, Lecithin in der Milch wohl sicher auf einem 
Irrtum beruht, dagegen entspricht der von ihm ermittelte Wert von 
0,15°, Lecithin in der Butter dem von ihm festgestellten Gehalt der 
Milch. Jiingere Untersuchungen von Osborne und Wakmann (6) 
ergaben in Kuhmilch bedeutend héhere Zahlen. Nach ihnen sind darin 
0,27 °,., Lecithin enthalten. Hiernach wiirde sich der enorm hohe Prozent- 
satz von etwa 9°, Lecithin in Butter berechnen, wenn die Milch etwa 
3°, Fett enthalt und alles Lecithin in die Butter eingeht. Allerdings 
wird verschiedentlich behauptet, daB nur geringe Mengen Lipoide aus 
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der Milch beim Buttern mit dieser entfernt werden, doch fehlen hieriibe; 
wirklich einwandfreie Zahlen. 

Wie man aus diesen Daten sieht, sind sowohl die Angaben iiber de: 
Gehalt von Lipoiden in Milch, wie insbesondere aber auch die beziiglic! 
der Butter sehr unvollkommen. Noch dazu sind die verwendeten Methode: 
nicht einheitlich, wodurch eine weitere Unsicherheit in diese Frage gebracht 
wird. Es wurden deshalb einige Versuche unternommen, um festzustellen, 
wie der wahre Gehalt der Butter an Lipoiden sei. Bei den immerhin kleine: 
P-Werten, die erhalten werden muBten, wurde Gewicht darauf gelegt, ein 
einwandfreie Methode anzuwenden, die auch die Gewahr dafiir gab, da 
eine quantitative Bestimmung sich durchfiihren lie8. Deshalb wurde von 
einer gravimetrischen Methode abgesehen und eine titrimetrische gewahlt, 
wie sie vor kurzem beschrieben wurde (7). Es gelingt so, sehr genaue Be 
stimmungen selbst kleinster Lipoidmengen durchzufiihren. AuBerdem 
wurde von relativ groBen Mengen Butterfett ausgegangen; es gelangten 
je 20g zur Veraschung mit Salpeter-Schwefelsaure. 

Zur Untersuchung gelangten drei verschiedene Butterproben 
Die eine wurde selbst aus guter Vollmilch gebuttert, eine zweite war 
kiufliche deutsche Meiereibutter aus Holstein, eine dritte war danischer 
Herkunft. Es wurde jeweils der Wassergehalt bestimmt und eine 
Bestimmung des P-Gehalts der Butter direkt vorgenommen. Dann 
wurde die gréBere Menge mit Ather extrahiert und so das reine Butter- 
fett von den stets vorhandenen Bestandteilen wie Salz, Casein usw 
getrennt. Gerade die Anwesenheit von Casein kann, wenn nicht dafiir 
Sorge getragen wird, da®B es vorher entfernt wird, ein vollkommen 
falsches Ergebnis zeitigen. Der Atherextrakt wurde nochmals mit’ 
Wasser gewaschen und in dem nach dem Abdunsten des Athers er- 
haltenen reinen Butterfett die P-Bestimmung vorgenommen. Auch 
im Butterriickstand wurde noch eine P-Bestimmung gemacht, um 
zu zeigen, welche Mengen nicht-lipoidartigen Phosphors die Butter 


regelmaBig enthalt. 





Lipoide _Lipoide Pim ather 
u 


P . 
Gesamt. | ,Athers Pim Ather- au unldslichen 
Art der Butter bs Need butter | losliches  l6slichen Butterfett Butter Riickstand 
0 %o & %o lo in %lo °}, 
Selbst gebuttert 7,68 0,084 81,0 0,046 1,17 0,95 0.45 
Deutsche Butter | 10,70 0,066 81.6 0,068 1,73 1,41 1,05 
Danische Butter 10,20 0.081 83.4 0,050 1,27 1,06 0.65 


Aus diesen Daten ergibt sich nun die iiberraschende Tatsache 
daB der Lipoid-Lecithingehalt des Butterfettes viel héher ist als bisher 
angenommen. In allen untersuchten Fallen wurde er tiber 1°, ge- 
funden, in einem Falle sogar zu 1,7°,,. Die groBen Unterschiede zeigen 
aber auf der anderen Seite, da8 noch bestimmte Faktoren bisher un- 
bekannter Art mitwirken miissen, um den Lipoidgehalt zu bestimmen 








and 
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Vielleicht spielt hier die Art der Fiitterung eine Rolle. Da nach den 
Untersuchungen von Soxhlet (8) Trockenheu bis zu 60°, und mehr 
seines Lecithingehalts verliert und ein EinfluB der Fiitterung auf die 
Bildung von Lecithin nicht ausgeschlossen ist, so kann hierin sehr 
wohl eine Quelle der Differenzen liegen; dann miiBten Tiere mit Weide- 
gang eine Milch mit vermehrtem Lecithingehalt liefern. Von EinfluB 
kann natiirlich auch die Lactationsperiode sein und endlich, ob es sich 
um Sommer- oder Wintermilch handelt (9). Hieriiber kénnen weitere 
Untersuchungen Aufschlu8 geben. Untersuchungen von Magermilch 
bewiesen, dab der Gehalt an Lipoiden, die zuriickbleiben beim Buttern, 
nur gering ist! Eine Magermilech — 1 Liter — wurde sechsmal mit 
Ather ausgeschiittelt. Es resultierten 1,764 g Atherextrakt = 0,176 °.,. 
Hierin wurden 0,215°, P = 546°, Lipoide festgestellt; berechnet 
man hieraus den Gehalt der Magermilch an Lipoiden, so stellt man 
einen solchen von 0,00963°,, fest, also eine praktisch zu vernach- 
lassigende GréBe. Es trifft demnach nicht zu, dab die Lipoide beim 
Buttern tiberwiegend in der Magermilch bleiben (10). 
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und GenuBmittel 1903, 8.594; Koch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 
181; 43, 327. 








Einwirkung von Erhitzen auf Lipoide. 
4. Mitteilung tiher Lipoide. 


Von 
B. Rewald, Hamburg. 
(Eingegangen am 16. September 1928.) 


Es ist eine weitverbreitete Meinung, daB die Lipoide Erhitzen 
nicht vertragen kénnen und auBerordentlich warmeempfindlich sind 
So verbreitet auch diese Ansicht ist, so deckt sie sich doch nicht mit 
den Tatsachen. Wohl sind die isolierten Lipoide relativ sehr stark 
empfindlich gegeniiber Licht und Luft, aber in ihrem natiirlichen 
Verbande sind sie sogar relativ auBerordentlich widerstandsfihig 
List man z. B. in bekannter Weise das Lecithin aus lipoidreichen 
Rohstoffen, wie Eigelb oder Sojabohnen, heraus, indem man diese 
mit Alkohol und anderen Lésungsmitteln extrahiert, so erhalt man 
nach dem Abdestillieren der Extraktionsmittel Extrakte, die neben reich- 
lichen Mengen Fett sehr viel Lipoide enthalten. GieBt man nach einiger 
Zeit. das iiberstehende Fett ab, so resultieren Gemische, die etwa 55 
bis 65°, Lipoid enthalten, wahrend der Rest aus Neutralfett besteht 
Es stellt sich merkwiirdigerweise fast stets ein Gleichgewichtszustand 
ein, der diesem Verhaltnis entspricht und der in roher Form auf die 
Gleichung gebracht werden kann: zwei Drittel Lipoide zu einem Drittel 
Fett. In dieser Form nun ist das Lipoid auBerordentlich lange haltbar 
und auch Erwirmungen auf 100° C und selbst dariiber bedingen keine 
oder nur geringe Zersetzung, wenn sie nicht zu lange andauern. Auch 
der Sauerstoff der Luft wirkt wenig ein; man kann selbst Monate 
lang diese Gemische aufbewahren, ohne daB wesentliche Zersetzungen 
auftreten. Isoliert man jedoch die Lipoide aus diesem natiirlichen 
Verbande, indem man sie durch Aceton oder Essigester von ihren 
‘etten befreit, so erhalt man sofort Produkte, die auBerordentlich 
empfindlich sind und stark zu Zersetzungen neigen. Deshalb sind 
auch die meisten im Handel befindlichen ,,Reinlecithine“ fast stets 
mehr oder minder zersetzt, wihrend die weniger reinen, stark fett- 
haltigen, unter Umstanden gar nicht angegriffen sind. Auch die so- 
genannten ,,Lecithalbumine’ sind gut ohne Zersetzung haltbar 
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Extrahiert man z. B. Eigelb mit Essigester und entfernt so nur das 
Fett, so resultiert ein Riickstand, der bis 25 bis 30°, Lipoid gebunden 
an das Eiwei8 enthalt. Trotzdem man es hier mit einem feinen Pulver, 
also einer groBen Oberfliiche zu tun hat, ist auch das darin enthaltene 
Lipoid gegeniiber Warme und Luftsauerstoff wenig empfindlich. 

Immerhin war es nicht ausgeschlossen, daB langere und forcierte 
Einwirkung von Wirme doch einen tiefer gehenden Einflu8 auf den 
Lipoidgehalt ausiiben konnte; besonders im Hinblick auch auf die 
ernahrungsphysiologische Seite dieser Frage war es wichtig, fest- 
zustellen, wie lipoidreiche Substanzen sich beim Kochen und Braten 
verhalten. Hieriiber liegen bisher scheinbar Untersuchungen noch 
nicht vor. Es wurden deshalb typische Vertreter dieser Klasse, frisches 
Hiihnereigelb und frische Rinderorgane, unter verschiedenen Be- 
dingungen auf ihren Lipoidgehalt untersucht. Ein kaufliches Trocken- 
eigelbpraparat chinesischer Herkunft wurde aus bestimmten Griinden 
mit in den Kreis der Untersuchung gezogen. 

Fiir die Eigelbversuche wurden frische Hiihnereier aufgeschlagen, das 
Eigelb gut und gleichmaBig durcheinander geriihrt und je 80 g dieser gleich- 
méBigen Masse zur Untersuchung genommen. Das eine Mal wurde das 
frische Eigelb, ohne jede weitere Vorbehandlung analysiert, das zweite Mal 
wurde das Eigelb in einer Porzellanschale 30 Minuten auf einem Wasserbad 
erhitzt, das dritte Mal wurde das Eigelb mit etwas lipoidfreiem Kokosfett 
in einer Pfanne 20 Minuten unter Riihren gebraten. 

Die Untersuchung wurde jedesmal in gleicher Weise vorgenommen. 
Zuerst wurde, in friiher schon beschriebener Weise’, sechsmal mit kaltem 
Aceton ausgezogen, der Acetonextrakt in Ather gelést, wobei hier stets 
nur fast unwagbare Mengen zuriickblieben, anschlieBend wurde der lipoid- 
reiche EiweiGriickstand mit 96°,igem Alkohol viermal, zuletzt unter 
Zusatz von Benzo] extrahiert. Im ganzen wurde so das Eigelb mit 2400 cem 
Aceton und 2000cem Alkohol extrahiert, wobei anzunehmen ist, daG 
hierdurch praktisch alles herausgelést wird. Das geht auch mit ziemlicher 
Sicherheit daraus hervor, daB die Eiwei®riickstinde fast den gleichen 
Gehalt an nicht lipoidgebundenem P aufweisen. 

Uber die Resultate unterrichtet Tabelle I. Angeschlossen findet 
sich die Untersuchung des chinesischen Trockeneigelbs. 

Diese Zahlen lehren nun einige sehr interessante Einzelheiten. 
Besonders auffillig ist auch hier wieder, daB der kalte Acetonextrakt 
so groBe Mengen Lipoide list, eine Beobachtung, die im Laufe dieser 
Untersuchungen schon vielmals gemacht wurde. Man wird in Zukunft 
diese Acetonausziige viel mehr beachten miissen. Je mehr Fett 
vorhanden ist, desto mehr Lipoid wird auch mit gelést. 

Vergleichen wir die Gesamtmenge der Lipoide, die mit Aceton 
baw. Alkohol geliést werden, so zeigen sich keine wesentlichen Unter- 
schiede. Eine Zersetzung scheint demnach nicht stattgefunden zu 


1 Rewald, diese Zeitschr. 198, 103, 1928. 
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haben, die Zahlen stimmen untereinander im wesentlichen iiberein, 
so daB auch hiernach erwiesen ist, daB man im natiirlichen Zusammen- 
hang selbst bei langerem Erwarmen und héherer Temperatur eine 
sofortige Zersetzung nicht zu befiirchten hat. Das zeigen auch die 
Zahlen fiir den Gehalt an freien Fettsiuren. Dieser Gehalt ist in allen 
Fallen bei frischem Eigelb derselbe, ganz unabhangig, ob man es kocht 
oder brat. Es wurde auch das vom Lipoid isolierte Neutralfett auf 
den Gehalt an freien Fettsiuren untersucht, hier wurden die gleichen 
Zahlen erhalten wie beim Gemisch Fett + Lipoid. Das beweist, dab 
das Lipoid keine Zersetzung erlitten hat, die auf der Bildung freier 
Fettsiuren beruht. Derartige Zersetzungen waren aber am ehesten 
zu erwarten, wenn iiberhaupt solche eintreten sollten. Ob die geringe 
Steigerung des Gesamtlipoidgehalts beim gebratenen Eigelb, die gleich. 
zeitig von einer geringen Abnahme des Ejiweil - Phosphorgehalts be- 
gleitet ist, nur eine zufallige ist, l4Bt sich noch nicht sagen, auffallig 
ist, daB man spiter bei den Organversuchen Ahnlichem begegnet. 

Das chinesische Trockeneigelb weicht insofern vom frischem Eigelb ab, 
als die Zahl der freien Fettsiuren hier viel héher ist. Abnliches wurde schon 
friiher beobachtet. Auch die Farbe des Extrakts ist dunkelbraun, fast schwarz 
gegeniiber der goldgelben Farbe beim Eiextrakt aus frischen Eiern. Diese 
Farbe andert sich tibrigens auch beim Kochen und Braten des frischen 
Eies nicht. Diese hohe Fettséurezahl weist mit Sicherheit darauf hin, dab 
derartige Trockenware innere Umsetzungen erlitten hat, die vielleicht 
vakterieller Natur sind, da bekanntlich derartige Produkte,ein glinzender 
Nahrboden fiir Bakterien sind. Man sollte auch bei Herstellung wissen- 
schaftlicher Praparate hierauf Riicksicht nehmen, da die meisten Lecithine 
des Handels aus getrocknetem Eigelb hergestellt werden, das scheinbar 
sehr oft schon weitgehendst verandert ist, das insbesondere auBerordentlich 
hohe Fettséurezahlen aufweist, die wohl nicht ohne Bedeutung fiir die 
Lipoide sind. Beim Vergleich der Zahlen mu8B man hier beriicksichtigen, 
daB das Trockeneigelb nur etwa 3°, Wasser hatte, waihrend das Frisch- 
eigelb 47,7°.,, Wasser aufwies. 


AnschlieBend an Eigelb wurden noch verschiedene tierische Organe 
(Leber, Niere, Fleisch) in gleicher Weise untersucht. Die Anordnung 
war hier genau die gleiche. Die Resultate erliutert Tabelle Il am 
deutlichsten. Augenfallig ist, daB beim Kochen der Organe hier 
stets etwas niedrigere Werte erhalten werden, auch die Rest-Phosphor- 
zahlen des extrahierten Eiweibes sind in allen Fallen geringer als beim 
frischen, unbehandelten Organ. Besonders auffallig ist dies beim 
Fleisch. Hieraus diirfte wohl der SchluB zu ziehen sein, dab beim 
Kochen an das Wasser nicht nur, was ja leicht erklarlich ist, Salze 
abgegeben werden, also Phosphate, dab aber auch Lipoide mit heraus- 
geléist werden. Wenn auch die so entstehenden Verluste nicht sehr 
groB sind, so sind sie doch bei der an und fiir sich niedrigen Zahl fiir 
Lipoide in tierischen Organen vielleicht beachtlich. 
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Im iibrigen tritt auch hier wieder die auffallige Tatsache in Er- 
scheinung, daB die gebratenen Organe, unter Zusatz von lipoidfreiem 
Kokosfett, eine wenn auch geringe Erhéhung des Gesamtlipoidphosphors 
ergeben. Eine Erklarung hierfiir fehlt zurzeit. 

Aber auch die Untersuchungen der Organe zeigen, daB eine Zer- 
setzung der Lipoide nicht eintritt, wenn sie langere Zeit gekocht oder 
gebraten werden. Das war von vornherein eigentlich nicht zu erwarten 
Hiernach diirfte die alte These, daB die Lipoide gegen Hitze und gegen 
den Luftsauerstoff iiberaus empfindlich seien, nicht mehr aufrecht 
erhalten werden kénnen. In ihrer natiirlichen Verbindung gehéren die 
Lipoide gleichwie die Fette zu den Stoffen, die itibliche Warme ohne 
wesentliche Beeintrachtigung vertragen. 

Bei den zahlreichen P-Bestimmungen hatte ich mich wieder der 
Unterstiitzung von Fraulein Margarete Schmitt zu erfreuen. 











Darstellung von Lipoiden aus chlorophyllhaltigen Organen. 
5. Mitteilung iiber Lipoide. 


Von 
Bruno Rewald, Hamburg. 


(Eingegangen am 16. September 1928.) 


Die Darstellung von Lipoiden aus Pflanzen beschrankt sich in der 
Hauptsache auf die Samen. Aus Hiilsenfriichten, Getreidearten usw. 
ist es relativ leicht, Lipoide auch in reiner Form zu isolieren, jedoch 
sind bisher alle Bestrebungen, auch aus griinen Pflanzen die Lipoide 
in reiner Form darzustellen, deshalb gescheitert, weil es praktisch 
unméglich war, geeignete Trennungsverfahren aufzufinglen, die das 
stets vorhandene Chlorophyll ven den Lipoiden beseitigen konnten. 
Winterstein', der sich besonders’ mit den pflanzlichen Lipoiden be- 
schaftigt hat, hat zusammen mit Fritsch diese Trennung zu erreichen 
versucht, jedoch ist er bei seinen Bestrebungen nicht iiber ein Produkt 
hinausgekommen, das nur 0,4°,, Phosphor aufwies, wahrend man fiir 
ein reines Lipoid vom Lecithincharakter etwa 3,8 bis 3,9°,, P fordern 
muB. Allerdings ist es wahrscheinlich, daB die pflanzlichen Lipoide 
in ihrem P-Gehalt von den tierischen etwas abweichen, da ja auch die 
Lislichkeitsverhiltnisse andere sind. Aber der Wert von 0.4°,, ist auf 
alle Fille zu niedrig, um einem solchen Produkt schon einen Lipoid. 
charakter zuzusprechen. Auch aus der von Winterstein® verfabten 
letzten Zusammenstellung iiber diesen Gegenstand scheint hervor- 
zugehen, da eine weitere Reinigung des Pflanzenlipoids aus griinen 
Pflanzen noch nicht gelungen ist. 

Wohl finden sich ferner in der Literatur vielfach Angaben iiber den 
Gehalt griiner Pflanzen an Lipoiden, so insbesondere bei Vageler*, aber 
mit der dort angegebenen Methode, Extraktion der frischen oder ge 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 107, 165, 1919. 
2 Handb. d. biolog. Arbeitsmethod. Abt. I, Teii 6, S. 133, 1925. 
8 Diese Zeitschr. 17, 201, 1909. 
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trockneten Pflanzen mit reinem Alkohol in der Warme, konnte wohl da 
Lipoid mit herausgelést werden, aber eine Isolierung von den andere) 
Stoffen, insbesondere Chlorophyll, ist natiirlich so nicht méglich und wur< 
auch nicht angestrebt. In dem neuesten Werke iiber Lipoide von der 
englischen Forscher Mec Lean’ werden die Lipoide der griinen Pflanze: 
iiberhaupt nicht erwahnt. 

Zur Isolierung der Lipoide aus griinen Pflanzen wurde nun folgender 
Weg eingeschlagen. Griiner Salat wurde feinst zerschnitten und ohne 
irgend eine Vorbehandlung direkt mit kaltem Aceton iibergossen, und 
zwar wurden 800g Salat neunmal mit je 1 Liter wasserfreiem reinen 
Aceton je 1 Tag unter Ofterem Schiitteln stehengelassen. Aus diesen 
vereinigten Acetonausziigen wurden nach dem Abdampfen des Acetons 
im Vakuum 10,5 g Extrakt erhalten = 1,31°,, auf die frische Substanz 
berechnet. Eine P-Bestimmung in diesem Extrakt ergab einen Gehalt 
von 0,46°,, was einem Lipoidwert von 11,67°,, entspricht. Hieraus 
geht hervor, dab der kalte Acetonextrakt, was auch schon friiher? nach. 
gewiesen wurde, sehr erhebliche Mengen von Lipoiden zu lésen im 
stande ist. 

Der Acetonextrakt nach dem Eindampfen wurde nun wieder in 
sehr wenig kalten Aceton aufgenommen, wobei eine nicht un- 
betrichtliche Menge ungelést blieb. Die sehr konzentrierte Aceton- 
léisung schied aber das mitgeliste Lecithin auf einfache Weise 
nicht aus. Deshalb wurde das Konzentrat in eine Kaltemischung 
gestellt, wobei sich bei — 8°C schon nach kurzer Zeit briunliche 
Flocken abzusetzen begannen, die sich allmahlich am _ Boden 
sammelten und das tharakteristische Aussehen von Lecithin bzw. von 
Lipoiden hatten. Es gelang leicht, diese Substanzen bei starker Unter- 
kiihlung abzuziehen und mit eisgekiihltem Aceton auszuwaschen 
Da die Menge nur gering war, wurde nicht bis zuletzt ausgewaschen, 
so daB noch Fette und andere Stoffe in gewissem Prozentsatz mit 
enthalten waren. Die Analyse ergab aber einen P-Wert von 1,42°.,, 
was einem Lipoidgehalt von 36,04°, entspricht. Hierdurch war dem. 
nach nachgewiesen, daB es gelingt, aus dem Acetonextrakt ein Lipoid 
zu isolieren, das durch weitere Umreinigung sicher in noch reinerem 
Zustande zu erhalten sein wird. 

Die Acetonbehandlung hatte aber noch einen anderen Zweck. 
Nach friiheren Erfahrungen ist bekannt, daB die Lipoide in gewissen 
Mengen mit Eiwei8 eine chemische oder physikalische Bindung ein 
gehen, die Aceton nicht zerstéren kann. Es war deshalb anzunehmen, 
daB ein weiterer Teil des Lipoids in dem von Aceton befreiten Riickstand 


1 Lecithin and allied substances. London, Verlag Longmans, Green 
& Co., Ltd., 1927. 
2 Rewald, diese Zeitschr. 198, 103, 1928. 
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vorhanden sein mute. Deshalb wurde dieser mit 96°,igem Alkohol 
bis zur vélligen Erschépfung in der Siedehitze behandelt. Nach fiinf- 
maligem Extrahieren ging nichts mehr in den Alkohol, zum SchlubB 
wurde noch mit einem Gemisch aus Alkohol—Benzol behandelt. Die 
vereinigten Extrakte waren im ganzen 2,1 g, also nur 0,26, der frischen 
Substanz. Sie bildeten einen braunen, halbfesten Riickstand, der 
scheinbar frei von Chlorophyll war. Ein groBer Teil bestand natiirlich 
aus Kohlehydraten und auch Salzen, die ja in Alkohol in der Warme 
ziemlich léslich sind. Die P-Bestimmung ergab deshalb auch nur einen 
Wert von 0,26°,, was einem Lipoidgehalt von nur 6,6°,, entspricht. 
Deshalb wurde der Alkoholriickstand mit Ather aufgenommen, wobei 
sich nur ein relativ kleiner Teil liste. Der Atherextrakt, dunkelbrauner 
Farbe, lieB aber schon rein aéuBerlich erkennen, daB noch viel Fett 
dabei war. Deshalb wurde nach dem Verjagen des Athers der hinter- 
bliebene Rest mit Aceton warm behandelt, wobei alles glatt in Lésung 
ging. Eine starke Abkiihlung fiihrte dann aber auch hier zum Ziele. 
Die stark konzentrierte Acetonlésung gab bei — 8° C einen starken 
dunkelbraunen Satz, der ziemlich voluminés war und das typische 
Bild eines pflanzlichen Lipoids zeigte. Die feinen Flocken klebten 
beim weiteren Behandeln mit eisgekiihltem Aceton zusammen und 
lieBen sich glatt von den anderen in Aceton gelésten Stoffen trennen. 
Die Menge war auch hier nur sehr gering, sie tiberschritt nicht einige 
Milligramm, so deB auber der P-Bestimmung weitere Reaktionen 
nicht vorgenommen werden konnten. Der P-Gehaly war nun aber 
relativ groB geworden, er betrug 1,77°/,, was einem Lipoidgehalt von 
44,92 °,, entspricht. Analoge Versuche wurden mit WeiSkohl angestellt. 
Der Kohl ergab einen Acetonextrakt, der 0,321°, P enthielt, ent- 
sprechend 8,15°, Phosphatide. Der Riickstand des Acetons mit 
Ather aufgenommen, wies 0.868°, P = 22,03°, Phosphatide auf. 
Durch weiteres zweimaliges Umfillen mit Aceton wurde ein Lipoid 
mit 1,76°, P = 44,67°,, Phosphatid erhalten. 

Die anschlieBende Alkoholextraktion des acetonerschépften Riick- 
standes lieferte einen ersten Extrakt mit 0,198°,, P = 5,03°, Phos- 
phatide. In Ather aufgenommen, stieg der P-Gehalt auf 0,454°,, 
= 11,52°%,, Lipoide. Nach dreimaliger Umreinigung mit Aceton wurde 
ein Produkt mit schon 2,06°%, P = 52,28°, Phosphatiden erhalten. 

Es diirfte wohl keinem Zweifel unterliegen, daB man es in beiden 
Fallen mit Pflanzenlipoiden zu tun hatte, worauf die ganze Art der 
Darstellung und der hohe P-Gehalt schlieBen lassen. Dann sind aber 
zum ersten Male diese wichtigen Koérper auch aus griinen Pflanzen 
inrelativ hoher Reinheit isoliert worden. Es sind weitere Untersuchungen 
im Gange, um die Resultate zu erharten und auch mit anderen Roh- 
stoffen nachzupriifen. 


26* 
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Auch die ungefahre Menge des lipoidartig gebundenen Phosphor. 
laBt sich feststellen. In der festen Substanz des Salats — die 96,2' 
H,O hatte — waren 0,092", P, was. auf 800g Ausgangsmaterial bh 
rechnet, 0,736 ¢ P ausmacht. Nach der Aceton- und Alkoholextraktio) 
blieben noch 20 g zuriick mit einem P-Gehalt von 1,53°%,, oder, aut 
die Menge von 20g berechnet, von 0,306 g¢ P. Hiernach sind in den 
800 g frischem Salat 0.370 g P vorhanden, unter der Voraussetzung 
daB aller herausgeléster P auf Lipoide zu beziehen ist. Das wiirc 
in Prozenten ausgedriickt heiBen, daB 0,046°,, Lipoid-P Be 
der frischen Substanz aus Lipoiden besteht. 
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Methodische 
Untersuchungen iiber Mikro-Cholesterinbestimmung. 


Von 
Yorisada Horiye. 
Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. } 


(Eingegangen am 16. September 1928.) 


Untersuchungen itiber die etwaigen Beziehungen zwischen Chol- 
esterinstoffwechsel und die Bildung von Gallensiure, Beziehungen, 
deren Untersuchung sowohl durch den derzeitigen Stand unserer 
chemischen Kenntnisse iiber den Aufbau einerseits des Cholesterins, 
andererseits der Gallensiuren nahegelegt worden waren, wie auch 
durch gewisse neuere physiologische Tatsachen, erforderten eine recht 
genaue mikrochemische Methode der Cholesterinbestimmung. Uber 
diese Untersuchung berichtet die Mitteilung, welche ich dieser Arbeit 
nachfolgen Jasse. 

Es stellte sich heraus, daB, ehe ich dem Problem der etwaigen 
Beziehungen zwischen Cholesterin und Gallensauren nachgehen konnte. 
die zurzeit vorliegenden Methoden der Mikrobestimmung des Chol- 
esterins einer erneuten kritischen Bearbeitung bedurften. 

Die Methode, die ich zuerst fiir meine Untersuchungen benutzen 
wollte, war die titrimetrische Mikro-Cholesterinbestimmung von Szent- 
(‘yérgyi'. @ Da voraussichtlich eine gréBere Reihe von Serienversuchen 
anzustellest waren, wiirde es jedenfalls eine nicht geringe Erleichterung 
gewesen sein, wenn man sich einer titrimetrischen Methode hatte be- 
dienen kénnen. Die Methode ist von dem Autor sehr genau beschrieben 
worden und ich bin in allem Wesentlichen seinen Angaben gefolgt. 

Ich begann meine Untersuchung damit, daB ich Kontrollanalysen 
mit zugesetztem Cholesterin anstellte. 

Tabelle | berichtet iiber Versuche, in denen ich 4 mg_reinstes 
Cholesterin in Aceton gelést anwandte. Ich habe zehn solche Versuche 


. a. Szent-Gyorgyi, diese Zeitschr. 186, 112, 1923. 
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Tabelle I. 


Kontrollanalysen mit zugesetztem Cholesterin nach der titrimetrische, 
Methode von Szent-Gydrqyi. 





w ’ : 
-s ‘ae Cholesterin Abatidneg 
mg mg mg %o 
l 4,0000 4,4000 + 04000 + 10,0 
2 4,0000 4,1900 + 0,1900 + 47 
3 4,0000 4,4000 + 04000 + 10.0 
4 4,0000 4,8800 + 0.8800 + 22.0 
D 4,0000 4,5400 + 0.5400 + 135 
6 4.0000 4.1400 + 0.1400 + 35 
7 4.0000 .  4,4700 + 0,4700 + 11,7 
S 4.0009 4.5000 + 0.5000 + 12.5 
9 4.0000 4.3500 + 03500 + 87 
10 4.0000 4,7800 + 0.7800 + 195 
Mittelwert: + 0.4650 + 11.6 


angestellt. Ich habe bald mehr, bald weniger gefunden; durchschnittlich 
0,465 mg bzw. 11,6°, mehr. Da mich die Grébe dieser Abweichung 
nicht befriedigte und namentlich die Ermittlung eines gréBeren Wertes 
als wirklich vorhanden war, was auf eine Fehlerquelle hinzudeuten 
schien, habe ich weitere Versuche angestellt, um diese Fehlerquelle 
aufzudecken. 

Weil ich in einer ganzen Reihe von Versuchen mehr Cholesterin 
fand als ich zugesetzt hatte, muBte daran gedacht werden, dab entwecer 
aus den Reagenzien oder aus den so.st zur Methode gehérigen Bestand. 
teilen etwas hinzukime, was oxydierbar sei und daher einen zu groben 
Wert von Cholesterin vertauschte. In erster Linie war an den Asbest 
zu denken, welcher sich in den von Szent-Gyérgyi angegebenen Filter- 
rohrchen befindet. Diesen Asbest hatte ich genau nach den Angaben 
des genannten Autors gereinigt. 

Ich habe daher eine ganze Reihe von Versuchen angestellt, in 
denen ich nichts weiter zur Analyse benutzte als gut gereinigten Asbest. 
den ich vorher 1! Stunden mit Chromschwefelsiure gekocht hatte 
Durch die mit diesem Asbest gefiillten Filterréhrchen habe ich Chrom- 
schwefelsaure filtriert, dann genau wie bei der eigentlichen Analyse 
ausgewaschen und schlieBlich mit Thiosulfat titriert. Es ergab sich. 
wie Tabelle Ila zeigt, ein merkliches Defizit an Chromschwefelsaure 
das sich bei Cholesterinanalysen in einer entsprechenden Menge von 
Cholesterin ausdriicken wiirde. In allen meinen Versuchen benutzte 
ich 5cem Chromschwefelsiure zu diesen Kontrollanalysen. Bei der 
Titration ergab sich ein durchschnittliches Defizit der verbrauchten 
Thiosulfatlésung von 5,68 ccm, was, in Cholesterin ausgedriickt, 0,673 mg 
bedeutet. 
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Tabelle Ila. 


Blinde Analyse mit Asbest nach der titrimetrischen Methode von Szent- 
Cyérqgyi. Asbest wurde 11% Stunden mit Chromschwefelséure ausgekocht. 





Defizit an Chrom- 








_Mittelwert des Verbrauchtes schwetelsaure ausgedriickt 
- Benutzte Chrom. ®/10 Na-Thiosulfats, n/10 NacThioe — oo 
Nf. schwetelsaure dem 5 com Chrom- sulfat n/10 Nas 
schwefelsaure Thiosulfat Cholesterin 
ccm entspricht ccm ccm my 
1 5,5000 8,6800 7,4500 1,2300 0.1430 
2 5,0000 8,6800 7,4000 1,2800 0.1488 
3 5,0000 8,6800 7.7500 0.9300 0.1046 
4 5.0000 8,6800 7.8500 0.8300 0.0965 
5 5,0000 8,600 7.7500 0.9300 0.1046 
6 5,0000 8.6800 8.2009 0.4800 0.0755 
Mittelwert : 5.6800 0.6730 


Da also 11, stiindiges Anskochen des Asbestes mit Chromschwefel- 
siure nicht dazu gefiihrt hatte, daB der Asbest frei von oxydablen 
Substanzen wurde, habe ich eine zweite Reihe von Versuchen aus- 
gefiihrt, in denen ich den Asbest 3 Stunden lang in Chromschwefelsiiure 
vorher ausgekocht habe. Dieses langere Auskochen hat zwar die ge- 
fundenen Werte verbessert, aber, wie Tabelle Ilb zeigt, doch nicht 
vollstandig, denn es fand sich auf 5 cem benutzter Chromschwefelsiure 
immer noch ein Defizit des verbrauchten Thiosulfats von 1,38 cem 
oder, in Cholesterin ausgedriickt, von 0,16 mg Cholesterin. 


Tabelle IIb. 


Asbest wurde 3 Stunden mit Chromschwefelséure ausgekocht. 





Defizit an Chrom- 


Mittelwert des | Verbrauchtes schwetelsaure ausgedriickt 
, Benutzte Chrom- ®/10 Na-Thiosulfats,) 4/19 NasTaioe ———— —— —— 
Nr. schwefelsaure dem 5ecm Chrom: | sulfat n/l0 Nas ? 
schwefelsaure Thiosultat  Cholesterin 
ecm entspricht com ecm mg 

1 5.0000 8.6800 8.4000 0.2800 0.0825 
2 5,0900 8,6800 8,5000 0,1800 0.0209 
3 5,0000 8,6800 8.4000 0,2800 0.0825 
4 5,0000 8,6890 8,5000 0,1800 0.0209 
D 5,0000 8,6800 8,4500 0.2300 0.0267 
6 5.0000 8.6800 8.4500 0.2300 0.0267 
Mittelwert : 1.3800 0.1602 


Nach der Beschreibung von Szent-Gyérgyi wird 1 mg Cholesterin 
durch Chromschwefelsiure, die aus einer Pipette zugegeben wird, 
volistandig oxydiert. Bei den obigen Analysen habe ich aber sechs 
solecher Pipetten gebraucht und selbst dann noch einen Bestimmungs- 
fehler von 4°, erhalten. 
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Die vorhergehenden Versuche haben gelehrt, dab in der Method: 
Bedingungen liegen, welche zu hohe Cholesterinwerte vortauschen 
Dieser Nachweis geniigt aber nicht zur methodologischen Kritik, den: 
gleichzeitig kénnten in der Methode noch Fehlerquellen vorliegen 
welche Verluste mit sich bringen. Dies ist nun tatsachlich der Fal! 
wie die nachfolgende Versuchsreihe beweist. Dieselbe bestand darin 
daB ich gleich nach der ausgefiihrten Cholesterinkontrollanalyse de: 
Asbest mit 20 com Chromschwefelsaure unter Durchleitung von Wasse: 
dampf gereinigt habe und darauf eine Blindanalyse anschloB. — Ich 
habe sechs Pipetten mit je 5 ccm Chromschwefelsaure gebraucht und 
wie Tabelle [Ll zeigt, durchschnittlich einen Titrationswert gefunden 
welcher 1,057 mg Cholesterin bedeutet. 

Da ich anfanglich 4 mg Cholesterin zugesetzt hatte, kénnte man 
sagen, dab ein erheblicher Teil des zugesetzten Cholesterins bei de; 
voraufgehenden Analyse nicht mitgefaBt worden sei. Man sieht, dali 
in Wahrheit das Resultat der Kontrollanalyse sich zusammensetzt 
aus doppelten Fehlerquellen, wovon die eine ein zuviel, die andere 
ein zuwenig bedingt. 

Tabelle Ill. 


Blindanalyse des Asbests nach Auswaschen des Cholesterin-Digitonin- 





niederschlags. 
Defizit an Chromschwefelsaure 
Benutzte Chroms Verbrauchtes ausgedrickt 
Nr schwefelsaure n/10 NasThiosulfat —— 
n/10 NasThiosulfat Cholesterin 
com com ccm me 
1 5.0000 7.2500 1.4309 0.1647 
2 5.0000 7.0000 1.6800 0.1935 
3 5.0000 7.3000 1.3800 0.1474 
4 5,0000 7,8500 0.8390 0.0956 
5 5.0000 6.2500 2.4300 0.2799 
6 5.0000 7.1500 1,5300 0.1762 
: Mittelwert : 9.2800) 1,0573 


Selbstverstandlich war es notwendig, haufig den Titer der Thic 
sulfatlisung gegen die Chromschwefelsiure festzustellen. Ich hal» 
immer bei hiufigen Kontrollen den durchschnittlichen Wert von 8,68 ccm 
n/10 Natriumthiosulfatlésung gégen 5 ccm Chromschwefelsiure ge 
funden. 


Die Ergebnisse, welche ich erhielt, machten es mir klar, dab fii 
die Untersuchungen, welche ich vor hatte und wo nur sehr geringfiigigs 
sowohl Mengen, wie auch Unterschiede des Cholesterins zu erwarte) 
waren, die mikrotitrimetrische Methode nicht brauchbar sei. Ich wandte 
mich daher der gravimetrischen Methode zu. Die mikrogravimetrische 
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Methode ist sehr genau gleichfalls von Szent-Gydrgyi' und seinem Mit- 
beiter Tominaga T yuzi* beschrieben. 

Herr Dr. von Szent-Gydrgyi, mit dem ich tiiber Mikro-Cholesterinanalysen 
korrespondierte, hatte die Liebenswiirdigkeit, mir einige wertvolle Rat- 
«hlage hinsichtlich dieser Methode zu geben. 

Die gravimetrische Methode habe ich genau nach den Angaben 
von Szent-Gydrgyi und Tominaga gemacht und verweise auf deren 
Beschreibung. Nur in einem Punkte habe ich, wie mir scheint, eine 
kleine Verbesserung eingefiihrt, indem ich die von Caminade* be- 
schriebene Waschfliissigkeit angewandt habe. Diese Waschfliissigkeit 
besteht aus einer Mischung von Wasser, Aceton und Alkohol. 

Zur Wagung bei der gravimetrischen Mikroanalyse stand mir 
cine neue Mikrowaage von Sartorius zur Verfiigung. Diese neue Sartorius- 
Mikrowaage hat zum Unterschied von den anderen Mikrowaagen 
einen im Innern des Waagebalkens eingebauten Schutzkasten fiir den 
Waagebalken, der den Waagebalken noch besonders gegen die so 
listigen Temperaturschwankungen schiitzt. Bei einiger Sorgfalt ist 
das Arbeiten mit der Sartoriusschen Mikrowaage ein durchaus be- 
quemes und nicht besonders schwieriges. 

Die gravimetrische Methode erwies sich sehr viel besser als die 
titrimetrische. In Tabelle [Va teile ich einige Kontrollanalysen nach 
der gravimetrischen Methode mit, in denen ich Mengen von 4, 8 und 
10mg Cholesterin analysierte. Man erkennt. daB die gefundenen 
Cholesterinwerte nur geringfiigig von den angewandten Cholesterin- 
mengen abweichen, und zwar sowohl im Sinne von plus und minus, 
so daB der Mittelwert der Abweichungen nur einen sehr geringen 
Unterschied gegeniiber der tatsiichlichen Menge darstellt. 


Tabelle IVa. 


Kontrollanalyse mit zugesetztem Cholesterin nach der gravimetrischen 
Methode von Szent-Gydrqyi. 





y, w s G s ated 
oo | “Cn Chetecveris Abweichung — 
mg mg mg Abweichung 
iL 4,0455 4.1620) + 01170 + 2.8 
2 4.1520 4.1030 0.0490 1.1 | 
i. 1 8.0000 7,5680 0.4320 cy an ° 
2 8.0000 8.5080 + 05080 4. §3 , 
Il. 1 10,0000 9,6753 0.3247 3,2 
2 10,0000 10.4289 04289 149 


1 A. v. Szent-Gydrgyi, diese Zeitschr. 136, 107, 1923. 
2 Tominaga Tyuzi, ebendaselbst 155, 119, 1925. 
® R. Caminade, Bull. de la soe. de chim. biol. 4, Nr. 10, 601 bis 613, 1922. 
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Tabelle IVb. 


Kontrollanalyse mit zugesetztem Cholesterin nach der titrimetrisch 
Methode von Szent-Gyérgyi. 





~" ‘Caen Cholesterin __. =a 
mg mg mg Jo 

I. 1 1.0000 1,4058 +- 0.4058 + 40,5 
2 1.0000 1.3950 t 0.3950 + 39.5 
Mittelwert: + 04011 + 40,0 
Il. 1 4.0000 83,9302 0,0698 1,7 
2 4.0000 4.5699 + 0 5699 + 14,2 
3 4.0000 4.6744 + 0.6744 + 16,8 
4 4.0000 5,2383 + 1,2383 + 30,9 
5 4.0000 44418 + 0.4418 + 11,0 
6 4.0000 4.0569 + 0.0569 + 14 
7 4.0000 5.0267 t 1.0267 + 25.6 
8 4.0000 3.9651 0.0349 08 
i) 4.0000 4.8905 + 0.8905 +- 22.2 
10 4.0000 4.8255 + 0.8255 - 20.6 
Mittelwert : + 0.5617 + 14.0 


In Tabelle IVb gebe ich zum nochmaligen Vergleich Kontroll- 
analysen mit zugesetztem Cholesterin nach der titrimetrischen Methode. 
Aus den Resultaten geht hervor, wieviel gréBer der Versuchsfehler ist 
als in der gravimetrischen Methode. 

Das Ergebnis dieser kritischen Untersuchung ist, da® fiir feinste 
hiologische Untersuchungen Cie titrimetrische Methode wenig brauchhbar 
ist, daB aber die gravimetrische Methode allen Anforderungen geniigt. 

Die nachfolgende Arbeit ist mit der gravimetrischen Methode 
daher ausgefiihrt worden. 
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Untersuchungen iiber die Beziehungen 
zwischen Cholesterinstoffwechsel und Bildung der Gallensaure. 


Von 
Yorisada Horiye. 
[Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. 


(Eingegangen am 16. September 1928.) 


Die Entwicklung des chemischen Studiums des Aufbaues der 
Sterine einerseits und der Cholate andererseits hat zu der Erkenntnis 
gefiihrt, daB die beiden Stoffe in ihrer Grundstruktur iibereinstimmen, 
und die bemerkenswerten Forschungen von Wieland und Windaus 
haben gezeigt, das das Cholesterin, wie die verschiedenen Gallensauren, 
sich von einem und demselben Grundkérper ableiten lassen. Diese 
chemische Erkenntnis li8t an die Méglichkeit denken, daB die Gallen- 
siuren aus den Cholesterinen entstehen kénnaten und demnach Zwischen- 
produkte des Cholesterinstoffwechsels sein kénnten. Friiher war man 
in dieser Beziehung nur auf vage Vermutungen angewiesen. Seitdem 
aber die Chemie eine bessere Basis geschaffen hat, setzten die Be- 
miihungen ein, die Beziehungen zwischen Cholesterin und Gallensauren 
aufzukliren. Es kommen hierbei in erster Linie die Studien von Enderlen. 
Thannhauser und Jenke! in Betracht. In diesen Untersuchungen 
wurden an Hunden Gallenfisteln angelegt und die Menge der Gallen- 
siuren in der Galle bestimmt bei Ernihrung mit cholesterinirmeren 
Stoffen und bei Zusatz von Cholesterin. Das héchst beachtenswerte 
Ergebnis dieser Untersuchungen bestand darin, daB die Zugabe von 
Cholesterin durchaus keinen EinfluB auf die Menge ausgeschiedener 
Gallensiuren hatte. Deshalb wurde der SchluB gezogen, daB keine 
Beziehungen zwischen Cholesterin und Gallensiuren bestehe. Das 
biologische Experiment schien aber nicht ganz in Ubereinstimmung 
mit dem Stande der chemischen Erkenntnis zu sein. Allerdings machen 
Enderlen, Thannhauser und Jenke in einer nach AbschluB dieser Arbeit 
erschienenen Veréffentlichung darauf aufmerksam, daB doch struktur 


1 BE. Enderlen, S. J. Thannhauser wnd Jenke. Klin. Wochenschr. 
2, 6. Jahrg., 2340, 1926. 
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chemische Unterschiede zwischen dem Cholesterin und den Galle: 
siuren bestehen, welche es verstandlich machen, daB kein direkte: 
Ubergang von Cholesterin in Gallensiuren stattfinde. Sobald abe: 
ein Sterinkérper genommen werde, der strukturchemisch auch in de: 
Einzelheiten mit der Gallensiure iibereinstimme, lieBe sich ein Zy 
sammenhang zwischen den beiden Stoffen nachweisen. 

Auf diese letzteren Betrachtungen, deren Gedankengang un 
zweifelhaft richtig ist, sei hier nicht eingegangen. Ich wende mich 
vielmehr den Experimenten zu, in denen Riickschliisse auf die Ent 
stehung oder Nichtentstehung von Gallensiuren aus Cholesterin auf 
Grund einer Methodik gemacht werden, die darin besteht, dab Chol 
esterin enteral oder parenteral dem Organismus zugefiihrt wird und 
die Menge von Gallensaéuren in der Galle bestimmt werden. 

Es ist durchaus nicht gesagt, daB durch diese Methodik die Frage 
iiberhaupt weder im positiven noch im negativen Sinne entschieden 
werden kénne. Es ware namlich denkbar, daB tatsiachlich die Gallen 
siuren ein Abbauprodukt des Cholesterins seien, aber des Cholesterins 
im endogenen Leberstoffwechsel. Dieser endogene Cholesterinstoff 
wechsel braucht aber gar nicht nach kiinstlicher Zufuhr von Cholesterin 
gefaBt zu werden. Diese Behauptung griindet sich auf eine Reihe von 
Erwagungen, die zum Teil auch sonst bei analogen Problemen in Frage 
kommen. Es ist durchaus nicht gesagt, da Nahrungscholesterin an 
diejenigen Stitten gelangt, in denen der Umbau von Cholesterin in 
Gallensiuren stattfinden wiirde. Sodann kénnte der Lésungszustand 
oder sonsyige chemische Zustand des Nahrungscholesterins ein der. 
artiger sein oder werden, daB die Hilfsmittel des Organismus im endo 
genen Cholesterinstoffwechsel nicht adiaquat wiiren. Solche Er. 
wigungen, denen sich noch andere beifiigen lieBen, forderten dazu auf 
die Frage der Beziehungen zwischen Cholesterinstoffwechsel und 
Entstehung der Gallensiuren dadurch zu priifen, daB der endogene 
Cholesterinstoffwechsel, und zwar in, der Leber selbst, gefaBt wiirde 
Hierzu war freilich ein besonderer Plan notwendig. Ich habe auf An 
regung von Professor Asher dessen Plan hierzu iibernommen, det 
darauf hinausging, den endogenen Cholesterinstoffwechsel zu fassen. 

Der Versuchsplan griindete sich auf die Gedanken, dab, falls 
dem Tiere nicht anderweitig Cholesterin zur Verfiigung stande und falls 
doch die Gallensiuren aus dem endogenen Cholesterin entstianden 
unter der Bedingung, daB die Leber zu einer starken Gallensaurebildung 
angeregt wiirde, dann der Bestand der Leber an Cholesterin infolge 
hiervon abnehmen miiBte. Ganz anders wiirde die Sache stehen, wenn 
dem Organismus namentlich durch die Nahrungszufuhr Cholesterin in 
reichlichen Mengen zur Verfiigung stande. Wenn die Leber, wofii 
vieles spricht, auch ein Stapelort von Cholesterin ist, so kénnte dies 
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Funktion des Aufstapelns von Cholesterin véllig die Abbaufunktion 
von Cholesterin zu Gallensiiuren verdecken. Man erkennt jetzt etwas 
yenauer, warum die bloBe Zufuhr von Cholesterin die Frage nach der 
Entstehung der Gallensiuren nicht entscheiden kann. 

Um das zu erreichen, was ich zitiert habe, wurden Ratten mit 
einer lipoidfreien Nahrung ernihrt. Diese lipoidfreie Nahrung geschah 
aus dem Grunde, um miéglichst die Tiere vom aufgestapelten Chol- 
esterin zu befreien. Nach einer Periode lipoidfreier Nahrung wurde 
dann die Leber der Tiere auf Cholesterin untersucht. Auf diese Weise 
erfuhr ich durch eine ganze Reihe von Versuchen, wie groB der Chol- 
esteringehalt lipoidfrei ernihrter Ratten durchschnittlich sein kann. 
Darauf setzten die Hauptversuche ein, die darauf bestanden, dab den 
Tieren ein stark Gallen anregendes Mittel gegeben wurde. Wenn die 
Tiere einige Tage lang unter der Wirkung des gallenanregenden Mittels 
gestanden hatten, bei Fortdauer der lipoidfreien Ernihrung, wurden 
sie getétet und wiederum der Cholesteringehalt der Leber bestimmt. 
Es erwies sich als erforderlich, um etwas mehr Aufschliisse iiber den 
Cholesterinstoffwechsel zu erhalten, den Cholesteringehalt des Kotes 
zu bestimmen. 

Als Kontrollversuche habe ich Ratten mit einer lipoidreichen 
Nahrung ernihrt und bei diesen gleichfalls sowohl im Kote, wie in der 
Leber den Cholesteringehalt bestimmt. Nach Feststellung dieser Tat- 
sache wurde dann eine weitere Reihe von Ratten gleichfalls lipoidreich 
ernahrt und ihnen einige Tage lang ein stark gallenanregendes Mittel 
gegeben und wiederum der Cholesteringehalt des Kotes und der Leber 
bestimmt. 

Die zum Versuch dienenden Ratten kamen in die im Berner Physio- 
logischen Institut iiblichen Stoffwechselkafige fiir Ratten, in denen 
Harn und Kot getrennt und quantitativ aufgefangen werden konnte. 
Sowohl die lipoidreiche, wie auch die lipoidarme Nahrung war von 
der Firma Promonta in Hamburg geliefert worden. Die Zusammen- 
setzung derselben ist mehrfach veréffentlicht. 

Die Cholesterinbestimmung geschah gravimetrisch in der Art und 
Weise, wie in der voraufgehenden Mitteilung zur Methodik der Chol- 
esterinbestimmung beschrieben worden ist. Um fiir diese gravimetrische 
Cholesterinbestimmung das Cholesterin aus dem Kote und der Leber 
zu isolieren, habe ich mich des Isolierungsverfahrens, welches in Hoppe- 
Seyler-Thierfelders Handbuch der chemischen Analyse genau beschrieben 
worden ist!, bedient. Dieses Isolierungsverfahren habe ich in Vorver- 
suchen gepriift und es ergab mir quantitativ zuverlissige Resultate. 


1 Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handb. d. physiol. u. pathol. chem. Analyse, 
%. Aufl., S. 886, 1924. 
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In Tabellen I und II bringe ich die Resultate der gesamten Cho! 
esterinbestimmung von Leber und Kot bei zwei Ratten, welche 6 Tag: 
lang mit lipoidfreier Nahrung gefiittert worden waren. Den Kot vou 
je 3 Tagen habe ich gesammelt und gemeinschaftlich bestimmt. Nach 
dem sechsten Tage wurden die Tiere getétet, die Leber rasch ent 
nommen, in zwei Teile geteilt und die beiden Teile genau gewogen 
Auf diese Weise habe ich Doppelanalysen anstellen kénnen. Auch 
vom Kot wurden Doppelanalysen angestellt. 


Tabelle I. 


Gesamtcholesterinbestimmung in Leber und Kot. Die Ratte wurde 6 Tag: 
lang mit lipoidfreier Nahrung gefiittert. 





| Cholesterin- Cholesterin 
Datum | Nr. Verwendete Menge Digitonid ne do acres. nec 4 
1927 g mg mg °) 


Kot von 3 Tagen. 


25. XL. I 2,591 8375 45,9490 11,168 9863 0439 
a) 1,340 2975 21,9815 5,343 7026 0.398 
b) 1,2515400 23,9675 5,825 2837 0,465 

Kot von 3 Tagen. 
II 1,699 7050 44,7050 10,857 7854 0,638 
a) 0,8413125 22,2175 5,4019742 0,641 
b) 0,858 392 5 22,4875 5,456 7112 0.635 
Leber. 
all 9,346 2250 84,0795 20,439 726 0,218 
a) 4,835 2350 41,8900 10,183459 0,210 
b) 4,510 9900 42,1895 10,256 267 0),227 
Tabelle II. 


Gesamtcholesterinbestimmung in Leber und Kot. Die Ratte wurde 6 Tage 
lang mit lipoidfreier Nahrung gefiittert. 





Datum Nr Verwendete Menge | a icereery a a Cholesterin 
1928 Q mg mg %, 


Kot von 3 Tagen. 


5. XIL I 1,3132735 14,47600 3,5191289 267 
a) 0,543 8010 5.66695 1,377 5274 0,253 

b) 0.7694725 8.50905 2.141 6015 0,277 

Kot von 3 Tagen. 

ul 1,427 0425 17,63064 4,286 0241 0,300 

a) 0,7183950 8,548 02 2,0780216 0,289 

b) 0.708647 5 9,082 62 2,208 0025 0,311 

Leber. 
Ill 7,218 7936 70,357 00 17,103 770 0,234 
a) 3,3402516 80,490 70 7.412285 0.221 


b) 3,8785420 39,866 30 9,691 485 0,249 
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In Versuch Nr. 1 fanden sich in den ersten 3 Tagen 11,2 mg, d. h. 
439°, Cholesterin im Kote, in der zweiten dreitagigen Periode 10,9 mg, 
dh. 0,638°,. Der Prozentgehalt der Leber an Cholesterin betrug 
0.218%. 

Bei der zweiten Ratte war der Cholesteringehalt des Kotes der 
drei ersten Tage 0,267 °.,, derjenige der drei letzten Tage 03°. Der 
Prozentgehalt der Leber an Cholesterin betrug 0,234°,. Als wesent- 
liches Resultat hebe ich erstens die annihernde Ubereinstimmung 
des Cholesteringehalts der beiden Lebern hervor, sowie den geringen 
Prozentgehalt. 

Die Resultate werden anders bei Ratten, welche 6 Tage lang mit 
lipoidreicher Nahrung ernihrt wurden. Die Resultate dieser Versuchs- 
reihe bringe ich in Tabellen III und IV. 

Was zunichst den Kot anbelangt, so ist der Cholesteringehalt 
desselben sowohl absolut wie prozentisch sehr viel héher als bei den 
lipoidfrei ernahrten Tieren. Die absoluten Mengen betragen 60,8, 42,8, 
50,6 und 57,6 mg; die prozentischen Mengen: 0,706, 0,515, 0,592 und 
0,577 ° Aber auch der Gehalt der Leber an Cholesterin ist gréBer, 
und zwar um reichlich ein Drittel, denn der Prozentgehalt betrigt 
0.344 und 0,361 °,. 

Es scheint daher als wichtigstes Ergebnis dieser Reihe hervor- 
zugehen, dab bei einer lipoidreichen Nahrung, welche reichlich Chol- 
esterin enthilt, die Leber ein Teil des Cholesterins aufspeichert. 

Jetzt ging ich zu den Hauptversuchen iiber, die darin bestanden, 
da8 den Tieren durch ein gallentreibendes Mittel eine starke Gallen- 


Tabelle III. 


Gesamtcholesterinbestimmung in Leber und Kot. Die Versuchsratte wurde 
6 Tage lang mit lipoidreicher Nahrung gefiittert. 





Datum Nr. Verwendete Menge — es _& eer 
1927 g mg mg "lo 


Kot von 3 Tagen. 


10. XUL I 8,604 3563 250,0488 60,7868 0,706 
a) 4,1738113 108,3919 26,3499 0,631 
b) 44305450 141,6575 34.4369 0,777 

Kot von 3 Tagen. 
ll 8300044 6 176,1671 42,826 22 0515 
a) 3,947 0256 87,442 21,25672 0,538 
b) 4,3530190 88,7269 21,56950 0,495 
Leber. 
Il 25085 90,2089 21,9296 0344 
a) 3,078 3585 44.8572 10,9947 0,354 
b) 8,264 1500 45,3517 11.0249 0,337 
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Tabelle 1V. 


Gesamtcholesterinbestimmung in Leber und Kot. Die Versuchsratte wur i: 
6 Tage lang mit lipoidreicher Nahrung gefiittert. 





Datum Nr. Verwendete Menge “Bigeeaia” - {oa 
1928 g mg mg 
Ket von 3 Tagen. 
10. 1V ] 8,551 2495 208.2630 0.628 71 0592 
a) 4,224 0670 111.5485 27,11744 0,641 
h) 4.327 7825 96.7145 23.511 27 0.438 
Kot von 3 Tagen. 
ll 9,956 0450 236.6195 57,62220 O77 
a) 4,6796075 108.9300 26,362 10 0,563 
bh) 5.2764375 128.5895 31.26010 0.592 
Leber. 
Il 8,593 5520 127,42825 31,07780 0361 
a) 4,167 0670 61,007 00 14.830 80 0.355 
b) 4.4264850 66.421 25 16.2470) 0.367 


bildung aufgezwungen wurde. Als Mittel wahlte ich das Decholin 
Riedel, welches mir von der Firma Riedel & Co. in Berlin in liberale: 
Weise zur Verfiigung gestellt wurde. Ich gebrauchte die 5° ,ige Decholin 
lésung, die in sterilisierten Tuben abgegeben wird. 

Wie in den friiheren Versuchen, wurden die Tiere zuniachst 3 Tag: 
lang lipoidfrei gefiittert. Dann wurde ihnen 3 Tage lang per os taglic! 
0,1 cem der Decholinlésung eingegeben. Auf diese Weise hatte ich 
wie in den friiheren Versuchen, eine sechstagige Versuchsperiode. Vo 
der Eingabe des Decholins enthielt der Kot durchschnittlich 0,251 
Cholesterin. Nach der Decholineingabe enthielt der Kot aber den 
groBen Betrag von 2,325°,, Cholesterin; die absoluten Mengen ware) 
von 3,58 auf 26,24 mg gestiegen. Die Einzeldaten dieser Versuchsreil 
finden sich in den Tabellen V und VI. 

Die Leber enthielt nicht weniger als 0.563", Cholesterin. Genau 
das gleiche Ergebnis ergibt der Versuch, der sich in Tabelle VI findet 
Der Cholesteringehalt des Kotes war vor der Eingabe von Decholin 
0,889°, und stieg nach der Eingabe auf 2.29°,. Die Leber enthielt 
nicht weniger als 0,476°,, Cholesterin. 

Angesichts der groBen Veranderungen in den gefundenen Cho! 
esterinwerten habe ich mir die Frage vorgelegt, ob nicht etwa «li 
Methode einen Cholesterinwert vortiuscht, der in Wirklichkeit au! 
dem Gehalt an Decholin beruht, welcher sich im Kote und in der Lehe: 
finden kénnte. Ich habe daher eine Blindanalyse mit Decholin an 
gestellt und mich iiberzeugt, daB das Decholin mit Digitonid keinen 
Niederschlag gibt. Es hat sich also keine methodische Fehlerque!le 
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Tabelle V. 


(jesamtcholesterinbestimmung in Leber und Kot. Die Versuchsratte wurde 
sunichst 3 Tage lang mit lipoidfreier Nahrung gefiittert, dann 3 Tage lang 
5%iges Decholin per os, leem pro Tag, eingegeben. 





Cholesterin- Cholest 
Datum Nr. Verwendete Menge Digitonid aes ee 
1927 £ mg mg OF 


Kot von 3 Tagen. 


30. XI. I 1,428 2450 14,747 55 3,O85 130 0,251 
a) 0,683 3725 6.47460 1573976 0,230 
b) 0,7448725 8.27295 2,011 154 0,270 


Kot von 3 Tagen. (Decholin per os, leem pro Tag, gegeben.) 


Il 1,128 1225 107,957 30 26,242 421 2,325 
a) 0.538 9800 53,17370 12.924 528 2.397 
b) 0.589 1425 54,78360 13,317 898 2.260 
Leber. 
ul 50858775 118.4420 28,647 179 0,563 
a) 24111700 54.1067 13,007 268 0,539 
b) 2.6747075 64,3353 15,639 911 0,584 
Tabelle VI. 


Gesamtcholesterinbestimmung in Leber und Kot. Die Versuchsratte wurde 
zunichst 3 Tage lang mit lipoidfreier Nahrung gefiittert, dann 3 Tage lang 
5%iges Decholin per os, leem pro Tag, eingegeben. 





Datum N Verwendete Menge ee a is mnateotaete en 
prone r. » - 
2: . g mg mg 0 ‘ 
Kot von 3 Tagen. 
25. IV. I 0,949 423 5 34,7215 | 8.44082 O889 
a) 0,5154620 20,5975 | 5,007 25 0.971 
b) 0,433 9615 14,1240 8,433 57 0,806 
Kot von 3 Tagen. (Decholin per os, teem pro Tag, gegeben.) 
II 1,4409100 135,7672 33,00501 2,290 
a) 0,7292125 69,5925 14,73008 2.020 
b) 0,7116975 75,1747 18,274 98 2,588 
Leber. 

Til 6,440 7200 130,2865 30,672 72 0476 
a) 3,1875300 | 67,1705 16,329 22 0.511 
b) 3,253 1900 63,1160 14,843 50 0.440 


eingeschlichen, vielmehr liegt in diesen beiden Versuchen eine starke 
Vermehrung des Cholesterins im Kote und in der Leber vor. 

Ich verschiebe die Besprechung der méglichen Ursache der Chol- 
esterinvermehrung im Kote auf eine spitere Stelle meiner Arbeit. 
Hier sei nur das Ergebnis hinsichtlich der Leber betrachtet. Das 
Decholin war gegeben worden, um die Leber zu einer stark vermehrten 
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Tatigkeit. die sich auch in Gallensaurebildung auBern wiirde, ay 
zuregen. Da nun der Organismus durch eine vorhergehende lipoidfre: 
Nahrung an seinen Bestiinden an Cholesterin verarmt war, lag di: 
Méglichkeit vor, daB in der Leberzelle als primarer Bestandteil b 
findliches Cholesterin zur Gallensiurebildung herangezogen  wiir«: 
Das Ergebnis meiner Versuche gestattet nicht, diesen SchluB zu ziehen 
Im Gegenteil, das Cholesterin ist in der Leber vermehrt. 

In der nachsten Versuchsreihe habe ich die gleichen Versuche an 
Tieren angestellt, welche mit einer lipoidreichen Nahrung gefiitter! 
worden waren. Das Ergebnis dieser Versuchsreihe, welche sich in den 
Tabellen VII und VIII findet, ist genau das gleiche wie das vorhe: 
gehende. 

Der Cholesteringehalt des Kotes ist von 0,61 auf 1,175°, bzw 
von 0,731 auf 1,656 °%, gestiegen. Der Gehalt der Leber an Cholesterin 
betrug 0,634 bzw. 0,618°,. 

Die bisherigen Versuche wiirden zu der gleichen SchluBfolgerung 
fiihren, zu welcher auch Enderlen, Tannhauser und Jenke gekommen 
sind, niimlich, daB das Cholesterin, sowohl das exogene wie das endogene 
nicht dazu herangezogen wird, um daraus Gallensiuren zu_bilden 
Freilich bleibt in meiner Versuchsreihe eine andere Méglichkeit vor- 
handen, deren immerhin gedacht werden muB. Es kénnte namlicl 
die Leber nichts weiter tun, als das vermehrt angebotene Decholin 
in dieser oder in einer ahnlichen Form wieder ausscheiden, aber im 
iibrigen keine vermehrte Gallensiurebildung aus eigenen Bestinden 


Tabelle VII. 


Gesamtcholesterinbestimmung in Leber und Kot. Die Versuchsratte wurde 
zunichst 3 Tage lang mit lipoidreicher Nahrung gefiittert, dann 3 Tage lang 
5%iges Decholin per os, leem pro Tag, eingegeben. 





Datum Ne Verwendete Menge CPgitoald ER _Cacheates wat _ 
1928 g mg mg | %, 
Kot von 3 Tagen. 

15. L. I 10,439 905 2675340 63,737 51 0,610 
a) 5,077 160 136.7715 | 31,94915 0,629 
b) 5,362 745 130,7625 31,788 36 0.593 

Kot von 3 Tagen. (Decholin per os, 1cem pro Tag, gegeben.) 
II 8,892 347 420,0343 104,509 52 1,175 
a) 4,278 535 216,7890 55,101 40 1,287 
b) 4.613812 203,2453 49,408 12 1,070 
Leber. 

Il 7.421415 193,5635 47,05528 0,634 
a) 3,615 205 91,7035 22,293 12 0,616 


b) 3,806 210 101,8600 24,762 16 0,650 
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Tabelle VIII. 


Gesamtcholesterinbestimmung in Leber und Kot. Die Versuchsratte wurde 
zunachst 3 Tage lang mit lipoidreicher Nahrung gefiittert, dann 3 Tage lang 
5% iges Decholin per os, lceem pro Tag, eingegeben. 





Cholest . 7 
Datum Nr. Verwendete Menge Digitonid. Cholesterin 
1928 g mg mg %o 


Kot von 3 Tagen. 


1D. V. I 10,225 9835 3074545 74,792 18S O731 
a) 5,191 3440 154,1760 37,530 185 0,722 

b) 5.034 6395 153.2785 37,262003 0,740 

Kot von 3 Tagen. (Decholin per os, leem pro Tag, gegeben.) 

Il 8,217 369 571,0999 135,955 946 1,656 

a) 4,055 905 229.5254 55,797 636 1,375 

b) 4.161464 352.0745 80,158 310 1,926 

Leber. 

Ill 8,463 3490 215.1570 52,304 665 0618 

a) 3,904 9550 100.9635 24,544 226 0,628 

b) 4.558 3940 114.1935 27,760439 0.609 


zeigen. Dann lige keine Veranlassung vor, das endogene Cholesterin 
anzugreifen. Ohne die Méglichkeit des Zutreffens dieser Erwigung 
volilstandig abzulehnen, méchte ich doch dieselbe in Zweifel ziehen, 
denn nach allem, was wir iiber die kiinstliche Zufuhr von Gallensiuren 
wissen, steigt dabei die Titigkeit der Leber, wie sich durch die ver- 
schiedenen hierfiir zur Verfiigung stehenden Methoden nachweisen list. 

Nun muB ich auf die merkwiirdige Tatsache eingehen, dab nach 
Eingabe von Decholin per os sowohl der Cholesteringehalt des Kotes, 
wie auch derjenige der Leber stieg, wenn Decholin gegeben wurde, 
selbst dann, wenn die Tiere lipoidfrei vorher ernihrt worden waren. 
Gerade der Befund im Kote deutete nach einer ganz bestimmten 
Richtung. Die vermehrte Cholesterinausscheidung kénnte nimlich 
durch eine starke Reizung des Darmes durch die per os-Eingabe des 
Decholins zustande gekommen sein. Die Méglichkeit ist gegeben, da 
manche Tiere im Kote Symptome der Darmreizung zeigen. Es libt 
sich diese Vermutung experimentell priifen und ich bin zu dieser Priifung 
geschritten, indem ich in den nachfolgenden Versuchsreihen das Decholin 
nicht per os, sondern intraperitoneal gegeben habe. Decholin labt 
sich sogar in relativ hohen Dosen ohne Schadigung des Tieres intravends 
geben. Im iibrigen waren die Versuche genau so angeordnet wie die 
letzten. 

Die erste Versuchsreihe wurde an Ratten mit lipoidfreier Er- 
nihrung angestellt. Die Ergebnisse finden sich in Tabellen IX und X. 
Pro Tag habe ich 0.1 ccm intraperitoneal injiziert. 
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Tabelle IX. 
Gesamtcholesterinbestimmung in Leber und Kot. Die Versuchsratte wurde 
zunachst 3 Tage lang mit lipoidfreier Nahrung gefiittert, dann 3 Tage lany 
5% iges Decholin intraperitoneal, 1 cem pro Tag, injiziert. 





Datum Nr Verwendete Menge yore Costestesta : 
1928 oe g mg mg 
Kot von 3 Tagen. 

20. XII. I 1,635255 70,9515 17,247 945 1,054 
a) 0,770 135 32,6400 7,934 784 1,930 
b) 0,885 120 38.3115 9.313161 1,088 

Kot von 3 Tagen. (Decholin 1 cem pro Tag intraperitoneal injiziert.) 
8 1,3605875 45,8900 11,1558590 0819 
a) 0,7154200 21.5190 5,231 2689 0,731 
b) 0,645 1675 24,3710 59245901 0,918 
Leber. 
Il 5,982 198 60,621 25 14,6804058 0,245 
a) 2,969 343 28,996 09 7.009 3076 0,235 
b) 3,012 855 31,62525 7,680 098 2 0,243 
Tabelle X. 


Gesamtcholesterinbestimmung in Leber und Kot. Die Versuchsratte wurde 
zunidchst 3 Tage lang mit lipoidfreier Nahrung gefiittert, dann 3 Tage lang 
5% iges Decholin intraperitoneal, 1 ccm pro Tag, injiziert. 





Datum Nr. Verwendete Menge oy Chstestecis 
’ 1928 g mg mg 0 
Kot von 3 Tagen. 
1. VI. I 1,184.097 5 53,342 00 12,967 43 1,095 
a) 0,637 2350 27,363 05 6,651 95 1,043 
b) 0,546 8625 25,978 95 6,31548 1,154 
Kot von 3Tagen. (Decholin 1 ccm pro Tag intraperitoneal injiziert.) 
II 0,959 1150 36,002 5 8,75220 0,912 
a) 0,491 6050 20,3950 4,958 02 1,0 
b) 0,467 5100 15,6075 3.79418 0,811 
Leber. 
lil 9,278 0865 95,1275 23,12549 249 
a) 4,583 5825 45,8925 11,156.46 0,243 
b) 4.694 5040 49,2350 11,.96902 0,254 


Der Gehalt des Kotes an Cholesterin betrug vor Decholininjektion 
1,054 bzw. 1,095°,; nach Injektion von Decholin aber 0,819 bzw 
0.912%. Hieraus geht hervor, daB die groBbe Steigerung des Cholesterin- 
gehalts nur nach per os-Eingabe eintritt. Diese Tatsache spricht dafur 
daB tatsichlich das per os eingegebene Decholin zu einer Darmreizung 
fiihrt, die mit Abgabe von Cholesterin verbunden ist. Dieses Cholesterin 
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nun wird zum Teil in der Leber wieder gesteigert und auf diese Weise 
dem Organismus erhalten. In den Versuchen, iiber welche ich jetzt 
berichte, fehlt auch vollstandig die Vermehrung des Cholesterins in 
der Leber, der Cholesteringehalt betragt 0,245 bzw. 0,249°,,.  Folglich 
hat die Leber ihren normalen Gehalt an Cholesterin, wie er sich bei 
einer lipoidfreien Nahrung vorgefunden hatte. Eine Abnahme des 
Cholesterins findet sich auch nicht, so daB diese Versuche zu dem 
SchluB fiihren, daB 1. Cholesterin nicht fiir die Gallensiurebildung 
verwertet wird; 2. aber, daB im Organismus selbst durch Reizwirkung 
frei werdendes Cholesterin teilweise in der Leber wieder gestapelt wird 

Zu genau den gleichen Resultaten fiihren meine letzten Versuche, 
die an Tieren angestellt wurden, die vorher lipoidreich ernihrt worden 
waren. Ich berichte iiber diese Versuche in den Tabellen XI und XII. 

Der Gehalt des Kotes an Cholesterin betrug anfianglich 0,976 
baw. 1,707°,. Nach der intraperitonealen Injektion von 0,1 cem 
Decholin taglich betrug der Cholesteringehalt des Kotes 0,879 bzw. 
1,153°,. Man sieht, daB der Cholesteringehalt praktisch unverindert 
geblieben ist. Das gleiche gilt fiir den Cholesteringehalt der Leber. 
Hier finden sich prozentuale Werte von 0,374 und 0,378°,,. Dies sind 
aber die gleichen Werte, die ich in meinen friiheren Versuchen an 
normalen Tieren mit lipoidreicher Nahrung gefunden habe. 

Die Versuche, tiber welche ich berichtet habe, haben keinen Anhalts- 
punkt dafiir geliefert, daB endogenes Cholesterin der Leber verwertet 
wird, um in Gallensiuren umgewandelt zu werden. Hingegen haben 

‘ 
Tabelle XI. 
Gesamtcholesterinbestimmung in Leber und Kot. Die Versuchsratte wurde 
3 Tage lang mit lipoidreicher Nahrung gefiittert, dann 3 Tage lang 5 °,iges 
Decholin intraperitoneal, 1 ecem pro Tag, injiziert. 








Datum Ne | Verwendete Menge “enes” ©; Cholesterin 
1928 i 8 mg my °lo 
Kot von 3 Tagen. 

28. I. I 61754050 248,0670 60,305 0S 0,976 
a) 2,8292775 118,5260 28,81367 1,018 
b) 3.346 1275 129,5410 31,491 41 0,941 

Kot von 3 Tagen. (Decholin 1 com pro Tag intraperitoneal injiziert.) 
Il 4,744 1000 171,6530 41,72884 0,879 
a) 2,004 5800 82,9580 20,167 09 0,971 
b) 2.7395200 88,6950 21,56175 0,787 

Leber. 

Ul 8,197 4285 126,3525 30,7162 O74 
a) 4,202 1920 63,1705 15,3567 0,365 


b) 3,995 236 5 63,1820 15,3595 0,384 
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Tabelle XII. 
Gesamtcholesterinbestimmung in Leber und Kot. Die Versuchsratte wurde 
3 Tage lang lipoidreich ernahrt, dann 3 Tage lang 5°%iges Decholin, 1 cem 
pro Tag, intraperitoneal injiziert. 





Datum Nr Verwendete Menge Cholestesia 
1928 g mg me 
Kot von 3 Tagen. 
20. VI. I 10,228 207 5 7179850 174,642 14 1,707 
a) 5,0238550 375.2435 91,32169 1,816 
b) 5.2043525 342.7415 83,32045 1,600 
Kot von 3 Tagen. (Nach intraperitonealer Injektion von 1 cem Decholin.) 
II 13,9541525 676,9410 160,97434 1,158 
a) 6,8434800 359,0450 83,693 83 1,222 
b) 7.1106725 317,8960 77.28051 1,086 
Leber. 
I 14,5158950 226,1710 4,982 76 0.378 
a) 7,060097 5 111,3520 27,069 67 0,383 
b) 7.4557975 114.8190 27.91249 0,374 


sie mit groBer Deutlichkeit. gezeigt, daB die Leber unter anderem dazu 
bestimmt ist, wenn durch Reizwirkung Cholesterin frei geworden ist 
dieses Cholesterin dem Organismus durch Speicherung teilweise zu 
erhalten. Diese Speicherungsfunktion wird sicher ihre Bedeutung 
haben. Vorerst wird es sich darum handeln, mit neuen Methoden der 
Darmreizung zu zeigen, daB dabei Cholesterin frei wird und dann in 
der Leber gespeichert wird. Solche Untersuchungen sind im Berner 
Physiologischen Institut in Angriff genommen worden. 

Der wesentlichste Inhalt dieser Arbeit ist der nachfolgende : 

1. Es wurde eine neue Methode ausgearbeitet, um den etwaigen 
endogenen Cholesterinstoffwechsel der Leber zu fassen, und zwar 
mit der Absicht, die Beziehungen zwischen diesem Cholesterinstoff- 
wechsel und der Gallensiurebildung zu untersuchen. 

2. Diese Untersuchung lieferte keinen Anhaltspunkt dafiir, dal 
endogenes Cholesterin zur Gallensiurebildung herangezogen wiirde. 

3. Bei oraler Eingabe von Decholin vermehrte sich der Cholesterin- 
gehalt der Leber. Dies spricht fiir eine Speicherungsfunktion der 
Leber, die dazu dient, durch Reizwirkung frei gewordenes Cholesterin 
dem Organismus teilweise zu erhalten. 
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Uber den Einflu6 des Alters auf die Zusammensetzung 
der Lipoidfraktion im tierischen Organismus. 


Von 
W.S. Ssadikow und E, 8S. Golowtschinskaya. 
(‘Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 18. September 1928.) 


Die Forschung iiber die chemische Zusammensetzung des lebendigen 
Substrats bietet ein groBes Interesse nicht nur in bezug auf die Kenntnis 
der einzelnen chemischen Elemente, aus welchen dasselbe besteht, 
sondern auch hinsichtlich einer genaueren Aufklirung der Natur und 
der quantitativen Beziehungen zwischen einzelnen, in den haupt- 
sichlichen Fraktionen des tierischen Kérpers auftretenden organischen 
Verbindungen. Dies gilt fiir den Fall, daB der Organismus nach dem 
Verfahren von W.Ssadikow der thermischen Homogenisation und 
Fraktionierung unterworfen wird. 

Von den vier Hauptfraktionen der lebendigen Substanz (Ather- 
oder lipoide Fraktion, alkoholische Fraktion, wasserige Fraktion und 
restliche Mineralfraktion) ist anscheinend die itherische oder lipoide 
Fraktion der unmittelbaren Untersuchung am meisten zugiinglich. 
Diese besteht aus stickstofffreien, fettahnlichen Stoffen, hauptsichlich 
aus den Estern des Glycerins, des Cholesterins und der mehrwertigen 
héheren Alkohole mit verschiedenen Fettsiuren, sowie ferner aus 
phosphatidartigen Stoffen und deren Spaltungsprodukten. 

Im allgemeinen ist die nahere Zusammensetzung der itherischen 
Fraktion héchst mannigfaltig und bei verschiedenen Tierarten ver- 
schieden; auBer den oben erwahnten Lipoiden kann diese Fraktion 
auch biogene Derivate von Proteinen und Aminosiiuren enthalten, 
ferner auch schwefel- und wmineralstoffreiche organische Ver- 
bindungen usw. Die Eigenschaften und die Zusammensetzung der 
itherischen Fraktion kénnen Veranderungen aufweisen nicht nur in 
Abhangigkeit von der Tierart, sondern auch innerhalb der Grenzen 
einer Tierart selbst, je nach dem Alter und den Ernahrungsbedingungen. 
Die atherische Fraktion laBt sich nicht mit dem gewéhnlichen Fett- 
zehalt des Organismus vergleichen, weil sie auBer den in den Geweben 
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deponierten Fetten noch in bedeutendem MaBe die zelleigenen lipoid 
Stoffe enthalt. 

Unter Innehaltung bestimmter gleicher Versuchsbedingungen |. 
der Homogenisierung von Organismen im Autoklaven ist es erméglic!)' 
worden, die Ausbeuten der atherischen Fraktion quantitativ zu by 
stimmen, was fiir die Charakteristik des lebendigen Substrats von 
verschiedenen Organismen wertvoll ist. 

In der Abhandlung von W. Ssadikow und M. T'schigelskaja' iibes 
den Gehalt von organogenen Elementen in Katzen wurde gezeigt, dat) 
sich der Prozentgehalt der Trockensubstanz in der atherischen Fraktion, 
bezogen auf das Trockengewicht des gesamten Organismus, im Verlauf de 
Wachstumsperiode von 16,97°, (2 Tage) auf 25,07°, (7 Tage), dann aut 
33,67°%, (20 Tage) und endlich auf 38,08°%, (35 Tage) erhéht. Bei der 
Umrechnung dieser Zahlen auf lebendiges Gewicht ergibt sich eine Zunahme 
des Prozentgehalts der atherischen Fraktion von 3,04 bis 10,74°. Im 
lebendigen Substrat der Frésche (W.Ssadikow und R.Guthner*®) kany 
der Gehalt der atherischen Fraktion zwischen 0,85 bis 1,33°, schwanken. 

Im Laufe des Lebensvorganges, insbesondere wihrend der Ent- 
wicklungs- und Wachstumsperioden konnte man bei Warmbliitern 
sehr grobe Schwankungen des Fettgehalts wahrnehmen. Dieser Um- 
stand wird durch besondere biochemische Eigenschaften der Fettstoffe 
bedingt. Einerseits besitzen diese namlich die Fahigkeit, sich in den 
Geweben abzulagern, andererseits kénnen sie aus EiweiBkérpern und 
Zuckerstoffen hervorgehen; unter Umstiinden tritt auch eine schnelle 
biochemische Zerlegung ein, die bis zum vélligen Verschwinden des 
deponierten Fettes fiihrt. 

Beim Studium der Biochemie des Wachstums wurde beim Menschen 
und héheren Tieren (H. Aron*) festgestellt, daB die allmahliche Verarmuny 
des Organismus an Wasser von einer Erhéhung des Gehalts an Eiweil 
kérpern und Mineralstoffen und besonders von einer Vermehrung <e- 
Fettgehalts begleitet wird. Letztere ist besonders deutlich ausgepriigt 
beim Menschen in den ersten Monaten seiner embryonalen Entwicklung: 
bei der Katze und beim Hunde im Laufe der ersten Wochen nach der Geburt. 
Diese Fettstoffe sind ihren Eigenschaften nach Reservestoffe; sie werden 
aus dem Nahrsubstrat deponiert und nur in beschrinktem MaBe aus Zel!- 
fett bestehen. 

Ein relativ zufalliger Zusammenhang zwischen dem gesamten 
Fettreichtum des Organismus und der Fettmenge im Nahrsubstrat 
ist so bedeutend, daB die Fettvermehrung wiahrend des Wachstums 
keineswegs die Entwicklungsstufe der lebendigen Substanz charak- 
terisieren darf; sie ist dagegen hinderlich bei der Aufklarung der Be- 


1 Bull. de PAcad. de Science. de ’U. 8. 8S. R. 1926, S. 649, 1619 (in dew'- 
scher Sprache). 

2? Ebendaselbst 1927, 8S. 95 (in deutscher Sprache). 

3 C. Oppenheimer, Handb. d. Biochem., Erg.-Bd. 1913, S. 610. 
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deutung von anderen Unterscheidungsmerkmalen des Wachstums, 
wie z. B. der Vermehrung des Prozentgehalts an stickstoffhaltigen 
Substanzen und Mineralstoffen. 


Rubner! hat daher vorgeschlagen, die Berechnung der Zusammen- 
setzung des lebendigen Substrats ohne Riicksicht auf dessen Fettgehalt 
auszufiihren. Bei einer derartigen Umrechnung wird ein regelmiabBigeret 
Verlauf der Vermehrung von Mineralstoffen und stickstoffhaltigen Sub- 
stanzen wahrgenommen und eine gréBere Konstanz der durchschnittlichen 
Zusammensetzung der lebendigen Substanz erhalten (Czerny und Steinitz*). 

Auf Grund der Analysen von Fehling, Michel und Brubacher, die sich 
auf mensehlichen Embryo in den ersten Entwicklungsmonaten beziehen, 
ergab sich folgender Prozentgehalt des Fettes im lebendigen Substrat : 


Im Alter von 1% bis 5Monaten ..... . 0,50% 
= 7 ~~ 9 Sra ore Cl 
en ee ee at oo, a ae 
vememeee Beme.  ttle e w S 
Oiimonmnations Abort ......-2262++ - Q48% 
Neugeborener 9,1 bis 12,3% 


56 Tage nach der Geburt. . ....... . 13,11% 


Beim erwachsenen Menschen kann der Fettgeha!t innerhalb der Grenzen 
von 10,5 bis 21°, sechwanken. 

Uber den Fettgehalt beim Kaninchen existieren Angaben von Fehling, 
Schkarin, Friedenthal und Steinitz, die in der Abhandlung von Aron an- 
gefiihrt sind. 

Embryonen im Alter von 20 bis 30 Tagen weisen einen Fettgehalt 
von 2,12 bis 4,9°, auf; ein neugeborenes Kaninchen enthalt 6,5°, Fett, 
ein erwachsenes 7,78%. Nach Steinitz steigt der Fettgehalt vom ersten 
bis zum 20. Tags nach der Geburt bei guter Ernahrung von 6,7 bis auf 10°); 
bei schlechterer Ernahrung betrigt er 3,9 bis 4,4 °,. 

Hunde besitzen nach Angaben von Thomas* im Alter von | bis 20 Tagen 
1,3 bis 13,3°, Fett; nach 50 Tagen betrug der Fettgehalt 10,1, nach 
100 Tagen bis 8,1°,. Orgler stellte bei Hunden am 28. Tage 20,6 bis 23,2 °%, 
Fett fest, nach dem 42. Tage aber 22,3°,. Andere Hunde hatten nach 
28 Tagen 10,5 bis 12,5°, und nach 42 Tagen 14,0°%, Fett. Bei Eckert sind 
folgende Fettgehalte angegeben: bei Neugeborenen 1,4°,, nach 13 Tagen 
14,1%, nach 29 Tagen 18,0°,, nach 69 Tagen 20,9 °,. 

Ferner hat Thomas gezeigt, daB neugeborene Katzen mit 87 g Gewicht 
nur 1,69°, Fett besaBen. Nach 9 Tagen betrug das Gewicht 218,7 g, der 
Fettgehalt 3,78°,, nach 14 Tagen 7,10°, und 515g, nach 83 Tagen 7,94°, 
und 1389g. Bei Umrechnung des Fettgehalts auf die Trockensubstanz 
des Organismus fand Thomas folgendes : 


Neugeborener Hund 7%; nach 9 Tagen 34,0°, 
Neugeborene Katze 8°; ., 6. ,, 30,0 °,, 
Neugeborene Maus 9%; ,, 14 ,, 27,0°%, 
Neugeborenes Meerschweinchen 32,6 °,, 
Neugeborener Mensch 43,8 °, 


1 Handbuch der Hygiene, I. Allgemeine Ernahrungslelhre. 
2 vw. Noorden, Handb. d. Pathol. d. Stoffw. 2, 391. 
8 K. Thomas, Arch. d. Physiol. 1911, 8.9 bis 38. 
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Die groben Fettablagerungen, welche einige Organismen (Mensc}) 
Meerschweinchen) zurzeit der Geburt auszeichnen, besitzen eine iibe: 
aus wichtige biologische Bedeutung: das Fettpolster kann als ein 
sehr feine Einrichtung zur Warmeregulierung angesehen werden, (x 
es dem neugeborenen Tiere die Méglichkeit gibt, unabhingig von de: 
Schwankungen der auBeren Temperatur die Kérpertemperatur konstant 
zu halten. Dagegen bediirfen Katzen, Hunde und Mause keiner gréBere, 
Fettablagerungen, da sie sich in den ersten Wochen ihres Lebens unte: 
dem Schutze der Mutterwarme befinden. 


Die plétzliche Vermehrung des Fettgehalts muB als ein im Laufe 
des Entwicklungsvorganges des Organismus biologisch bedingtes Moment 
betrachtet werden. Ist cine bestimmte Menge Fett, die fiir die Selbst 
regulierung des Warmewechsels nétig ist, gesichert, so erfolgt dic 
weitere Vermehrung des Fettes nur in unbedeutendem Umfange, der 
von Nahrungsbedingungen abhangig ist. Was die Zusammensetzung 
des Fettes in einzelnen Altersstufen anbetrifft, so finden sich nur sehr 
mangelhafte Angaben in der Literatur. 

Jaeckle’ wies nach, daB bei Neugeborenen und bei Saéuglingen in den 
ersten Monaten ihres Lebens die festen Fette vorherrschen, wahrend bei 
erwachsenen Menschen die dlartigen fliissigen Fette iiberwiegen. Raudnit=* 
gibt die Schmelzpunkte der Fettproben an, die aus der Riickenhaut von 
Kadavern genommen wurden; in Abhangigkeit von der Altersstufe beob 
achtet man die Erniedrigung der Schmelzpunkte: 


Embryo, 8% Monate alt ....... . . 47,2° 
Pee, DUD Gs hn wes ew ie sc ye OK 

» 1 Jahr und 11 Monate alt... . . 28,7 bis 30,2° 
im Alter von 2% Jahren. ....... . 30,1° 
a - — eae ck oe we le > ee ae 
» ” ‘ae tS Scan tie mitre aca an 


Langen und ebenfalls Jaeckle und Knépjelmacher*® erwahnen, dab bei 
Neugeborenen im Gegensatz zu erwachsenen Menschen, Palmitinséure, 
Stearinsiure und niedere Fettséuren im Uberschu8 vorhanden sind im 
Vergleich mit Oleinséiure; das Fett der Neugeborenen besitzt eine hohe 
Verseifungszahl und Reichert-Meisslsche Zahl. 








Bei Bei 

WAL 2 = en Frw hk 

%lo lo 
Oleinsiure ... . 65,04 86,21 
Palmitinsaure . . . 27,81 7,83 
Stearinsaure 3.15 1,93 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 36, 53, S84. 
2 Zeitschr. f. Biol. 24, 423, 552. 
8’ Jahrb. d. Kinderklinik 45, 177, 203. 
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Der Gehalt an fliissigen und festen Fettséuren im Achselfett andert 
ich im Laufe des Alterns (Dolatowkin'). 





Alter Fliissige Sauren Feste Sauren 
0 0 

0 0 
Neugeborener. . . 52,7 39,6 
. eee gk ws we 64,1 28.6 
4+ Monate. 735 16,7 
6 EO 778 13.5 
eee ae 702 21,7 
pO ee 76,6 18.0 
6 82.2 10,7 


Alle diese Angaben in bezug auf die Zusammensetzung des Fettes 
bei Neugeborenen und bei Erwachsenen haben nur eine untergeordnete 
Bedeutung, da sie sich nur auf Hautfette beziehen und fiir die gesamte 
Fettfraktion des Organismus keine Geltung besitzen. Insbesondere, 
wenn man noch in Betracht zieht, daB dieselbe nicht nur die deponierten 
Fette. sondern auch die Zellipoide (Protoplasmafett und dergleichen) 
in sich einschlieBt. 

Experimenteller Teil. 

Fir die vorliegende Arbeit wurde teilweise das Material verwendet, 
das bei der Untersuchung der organogenen Elemente bei Katzen ver- 
schiedenen Alters gebraucht wurde (W.S.Ssadikow | und WM. K. 
Tschigelskaya*). Das Verfahren zur Abtrennung der Atherischen 
Fraktion wurde dort niher beschrieben; ebenfalls ist in dieser Ab- 
handlung das allgemeine Verhalten von einzelnen Fraktionen und 
deren elementare Zusanimensetzung angegeben. 

Das Verfahren der thermischen Bearbeitung von _ tierischen 
Organismen wurde schon in groBen Ziigen im Jahre 1914 von N. D. 
Zelinsky und W.S. Ssadikow im Zusammenhang mit der Methode 
der katalytischen Spaltung der Eiweibstoffe angedeutet. Bereits 
damals hatte sich die Méglichkeit herausgestellt, quantitativ alle 
lipoiden Stoffe des Tierkérpers, nach der ‘Trennung derselben vom 
Katalysat, mit geeigneten fettlisenden Extraktionsmitteln zu be- 
stimmen. 

Da aber einerseits ein nicht unbetrichtlicher Anteil der vom 
EiweiB stammenden Spaltungsprodukte in Ather léslich war und 
andererseits bei Gegenwart von Sauren eine teilweise Zersetzung von 
Fettstoffen unter dem EinfluB der Erhitzung bei 150 bis 180° im Auto- 
klaven wahrgenommen wurde, so sahen wir uns veranlaBt, das Ver- 


1 Gundobin, Die Besonderheiten des Kindesalters. Berlin 1912. 
2 Bull. de PAcad. des Science. de PU. S. 8. R. 1926, S. 1619. 
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fahren zur Fettstoffbestimmung zu andern und eine Behandlung vo: 
Organismen im Autoklaven ohne Anwendung irgendwelcher Reagenzie: 
anzuwenden. 

Bei weiteren Versuchen hatte es sich herausgestellt, daB unte: 
Innehaltung einer bestimmten Dauer der Erhitzung im Autoklave: 
und einer gewissen Temperatur, die organischen Bestandteile de 
lebendigen Substrats keine tieferen Zersetzungen erleiden, die mit 
Verlusten an Kohlenstoff und Stickstoff in Form von gasartigen Pro 
dukten verkniipft sind. Man beobachtet dabei auch keine wesentliche 
Verseifung von Fettstoffen und keine Zersetzung von etwa entstandenen 
bzw. vorhandenen Aminosauren; doch kénnen wahrscheinlich dic 
Aminosauren, die in geringer Menge gebildet werden, eine Kondensation 
mit Zuckerstoffen eingehen und als Huminstoffe erscheinen. Diese: 
Umstand bedingt sehr groBbe Schwierigkeiten bei der Untersuchung 
simtlicher Fraktionen, da es fast unmdglich ist, intensive und unauf. 
klarbare Farbungen zu entfernen. 

Ein nachtragliches Behandeln der atherischen Fraktion mit Petro! 
ather, wie es in einigen Fallen von N. D. Zelinsky vorgeschlagen wurde. 
war in unserem Falle wegen der Bildung von bestandigen Emulsionen 
mit Petrolither ungeeignet. 

Nahere Angaben iiber die homogenisierten Tiere sind in den Tabellen 
der obenerwihnten Abhandlung von W. Ssadikow und M. Tschigelskaya 
angefiihrt. AuBer fiinf Altersarten von Tieren, welche dort untersucht 
waren (Neugeborene, Tiere von 30 Tagen, 35 Tagen, 6 Monaten, 12 Jahren), 
wurden noch Katzen im Alter von 7, 14 und 21 Tagen nach der Geburt 
auf die aitherische Fraktion verarbeitet. Wegen des geringen Gewichts 
von einzelnen neugeborenen Katzen wurden vier Exemplare derselben 
mit einem Gesamtgewicht von 390g genommen; sie lieferten nur 22,05 ¢ 
an atherischer Fraktion. Fiir den Versuch mit 7 Tage alten Tieren wurden 
zwei Katzen verwendet mit einem Gesarhtgewicht von 484g; sie ergaben 
eine Ausbeute an atherischer Fraktion von 29,91 g. Endlich verarbeiteten 
wir noch zwei Katzen im Alter von 3 Tagen von 192 und 186 g; insgesamt 
378 g, und zwei 5 Tage alte Tiere von 246,2 und 229,5 g, im ganzen 475,7 g. 
Alle Tiere wurden ausschlieBlich mit Muttermilch ernaéhrt, mit Ausnahme 
selbstverstandlich der erwachsenen (sechsmonatigen und zwélfjahrigen). 


In der Tabelle I ist die Zusammenstellung der Angaben iiber 
lebendiges Gewicht und Ausbeuten der atherischen Fraktion im Zu. 
sammenhang mit dem Alter angefiihrt. 

Aus dieser Tabelle kénnen folgende Schliisse gezogen werden: 

1. Der Gehalt der atherischen Fraktion bei neugeborenen Katze 
ist bedeutend gréBer als deren Fettgehalt auf Grund der Angaben von 
Thomas. 

2. Der Gehalt der atherischen Fraktion ist groBen Schwankungen 
unterworfen. Der Maximalwert wird gegen den 21. Tag erreicht un 
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Tabelle I. 


Lebendgewicht und Ausbeuten der atherischen Fraktion der Katzen. 





Gehalt der Gehalt der 


Alter Lebendgewicht ——— ——— Bemerkungen 
g g %o 

Neugeborene . . 390,03 22 05 5.64 4 Tiere » 
3. whee 378 45,85 12,12 . ., 3s 
ie See 484.6 29/91 6,17 . aa 
» »@ ‘ he 475.7 31,19 6,55 So . “see 
| £e i 427,7 26.28 614 e « : 
i ha ee 527,2 70,32 13,34 1 Tier 
3 ee 395,12 30,55 7,72 - 
_f fagroligaigae 528 56.77 10.74 tee 
6 Monate .... 2950 191,11 648 i 
i ct 3710 145,45 3,92 i 
2 Tage ss o> & & 335 10,18 3,04 3 Tiere 
,*% et es 238.8 12.62 5.27 2. 
_ s Bae kb 317 25,45 8,02 1 Tier 
2 ine, ere tae 324 19,42 6,00 1. 
Neugeborene . ° 87 == 1.69 Die Angaben 
9 Tage .. tal 218,7 3,78 beziehen Sich aut 
a = er 515 , 7.10 den Fettgehalt 
83. (3Monate) 1389 7.94 Gab Seeman 


* Abstammung von demselben Muttertier. 


betragt 13,34°%,. Der Fettgehalt erreicht sein Maximum am 83. Tage 
mit 7,94. 

3. Im Laufe der Entwicklung einer Katze bis zur Zeit des Uber- 
gangs zur selbstandigen Ernihrungsweise werden zwei Maxima im 
Gehalt der atherischen Fraktion wahrgenommen; diese Maxima sind 
mit mehr oder weniger scharf ausgepriigten Verminderungen der Aus- 
beute dieser Fraktion unterbrochen. 


Ent/drbungsversuche. 


Eine sehr intensive und héchst bestindige Firbung der atherischen 
Fraktion (sowie der alkoholischen und der wisserigen Fraktionen), 
hervorgerufen durch die Gegenwart von Huminstoffen (bzw. Kon- 
densationsprodukten zwischen Sacchariden und Aminosiuren), macht 
dieselbe fiir eine titrimetrische Bestimmung ganz unzulinglich. Die 
meisten Verfahren zur Ermittlung der chemischen Konstanten, welche 
die Natur und die Eigenschaften der Fettstoffe bestimmen, waren 
unanwendbar wegen der dunklen Farbe der Lésungen und wegen der 
Verwischung des Indikators. Trotz groBer Verdiinnungen und An- 
wendung von scharfen Indikatoren, wie Alkaliblau und Thymol- 
phthalein, miiBten wir bald darauf verzichten, ganz anspruchslose 
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Werte des Sauregrades, der Verseifungszahl und dergleichen titri 
metrisch zu erhalten. 

Die iiblichen Entfarbungsmethoden, wie z. B. die Verwendung vo; 
Kohle, Kaolin, Kieselgur, Koagulation usw., fiihrten auch bei gréBeren 
Verlusten der zu entfirbenden Lésungen nicht zum Ziele. 

Wir hatten auch folgende Vorschrift, die von N. D. Zelinsky' unlings: 
empfohlen wurde, gepriift: Die Feitfraktion wird in Petrolither gelést 
diese Lésung sollte beim Aufbewahren einen flockigen Niederschlag ab 
‘scheiden, der alle Fettpigmente mit sich mitreiBt, so daB die Lésung vol! 
standig farblos wird. Diese Methode miBlang mit unserem Material, wahr 
scheinlich wegen der besonderen Eigenschaften der pigmentierenden Stoff 
und wegen der gréBeren Kompliziertheit hinsichtlich der Zusammen- 
setzung der aitherischen Fraktion im Vergleich mit den Fettlésungen, mit 
denen Zelinsky zu tun hatte. Nach zahlreichen fruchtlosen Versuchen, 
die aitherische Fraktion zu entfairben, ist es uns endlich gelungen, eine 
fast vollstandige Entfairbung zu erreichen bzw. in manchen Fallen eine 
bedeutende Klarung der Lésungen zu erreichen, doch geschieht das nur 
mit groBen Verlusten der zu entfairbenden Stoffe. 

Unsere Methode bestand darin, daB die in Petrolather geliste 
iitherische Fraktion langere Zeit mit einer 10 °,,igen Lésung von Salpeter- 
siure bzw. Natriumnitrit geschiittelt wird; darauf wird noch Kaolin 
hinzugegeben und das Gemisch wieder dauernd geschiittelt. Bei einer 
derartigen Behandlung wird in Petrolather geléstes Fett, das ur- 
spriinglich dunkel gefarbt war, bis zu citronengelber Farbe entfarbt 

Kombiniert man die Mengen der Trockensubstanz der atherischen 
Fraktion mit verschiedenen Kaolinmengen und langerer Schiittelungs- 
dauer, so gelingt es, die Konzentration der Salpetersiure oder des 
Nitrits bis auf 2°,, zu vermindern. Die schwach gefirbte petrolatherische 
Lésung der Fettstoffe wird durch mehrfaches Schiitteln mit Wasser 
von Sulpetersaure ,beireit. Das beschriebene Verfahren zur Entfarbung 
der Fette, obwohl es zu positiven Resultaten gefiihrt hatte, besitzt 
den Mangel, da8 durch Kaolin ein bedeutender Anteil des Fettes fest- 
gehalten wird, was aber wenig zulissig erscheint, wenn man in Betracht 
zieht, daB die atherische Fraktion nur in geringer Menge vorhanden 
ist und ziemlich schwierig zu gewinnen ist. 

Bei Versuchen, das Kaolin nachtraglich im Soxhletapparat mit 
Ather bzw. Petrolither zu extrahieren, um adsorbierte Fette zu be- 
freien, konnten wir uns davon iiberzeugen, daB mit dem Fette zu- 
sammen die vom Kaolin adsorbierten Farbstoffe wieder in die Lésung 
iibergehen. 

AuBerdem konnten wir feststellen, daB die atherische Fraktion 
der neugeborenen Katzen, die sich, wie wir unten noch sehen werden 


tN. D. Zelinsky und Zinzadze, Zeitschr. f. physiol. Chem. 175, 335. 
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vach ihrer Zusammensetzung und nach ihren Eigenschaften von der 
itherischen Fraktion der Katzen in spateren Altersstufen unterscheidet, 
durch das oben beschriebene Verfahren gar nicht entfarbt werden 
kann. Infolgedessen muBten wir darauf verzichten, dieses Verfahren 
anzuwenden, um die Einheitlichkeit der Untersuchungsmethoden bei 
Vergleichung der einzelnen Fille zu bewahren. 


Wir haben noch eine andere Methode fiir die Entfarbung der atheri- 
schen Fraktion gepriift; dieses Verfahren bestand darin, daB man die 
itherische Fraktion mit Alkohol behandelte, der die Farbstoffe entzieht. 
Stark pigmentierte Fettstoffe wurden in einem Gemisch von Petrol- 
ither und Ligroin gelést und im Scheidetrichter mit 50°,igem Alkohol 
Athyl- oder Methylalkohol) ausgeschiittelt. Die Farbstoffe gehen 
dabei in die alkoholische Lésung iiber, und der gréBte Teil des ent- 
firbten Fettes bleibt in der atherischen Schicht. Die Methode erwies 
sich als sehr bequem und einfach, sie fiihrte zu keinen betrachtlichen 
Verlusten, aber ihre Anwendbarkeit war nicht allgemein. So wurden z. B. 
die atherischen Fraktionen von einem 12jihrigen Kater und einer 
finfwéchigen Katze auf diese Weise sehr leicht entfirbt, wahrend 
die atherischen Fraktionen eines sechsmonatigen Katers und von 
4 Wochen alten und neugeborenen Tieren fast gar nicht beeinflubt 
wurden. Die Ursachen eines solch ungleichartigen Verhaltens der 
itherischen Fraktionen von Tieren verschiedenen Alters lassen sich 
nicht aufkliren, hauptsichlich wegen der geringen Mengen an Unter- 
suchungsmaterial; wahrscheinlich sind sie durch Verschiedenheiten in 
der Natur der Pigmentstoffe bedingt und auch durch die veranderliche 
chemische Zusammensetzung der Aatherischen Fraktion bei Tieren 
verschiedenen Alters hervorgerufen. 


Obwohl wir aus denselben Griinden gezwungen waren, auch diese 
zweite alkoholische Entfarbungsmethode ohne Anwendung zu _ verlassen, 
hatten unsere Bestrebungen doch eine positive Bedeutung erlangt in 
dem Sinne, da wir eine neue Tatsache festzustellen imstande waren, 
die von allgemeinem Interesse ist; die atherischen Fraktionen verhalten 
sich ganz verschieden zu den Entfirbungsmitteln, je nachdem. welcher 
Altersstufe die betreffenden Tiere angehérten. 


Bestimmung des Glycerins. 


Wegen der Unmiglichkeit, alle atherischen Fraktionen mit Hilfe 
einer einzigen Methode entfarben zu kénnen, waren wir gezwungen, 
auf die titrimetrische Analyse zur Bestimmung der Zusammensetzung 
der einzelnen atherischen Fraktionen zu verzichten und uns nur mit 
solchen Methoden zu begniigen, bei denen die Farbe des Fettes keine 
Bedeutung hat. 
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Fiir die Glycerinbestimmung haben wir uns der Methode von W7//. 
statter bedient wegen ihrer verhaltnismaBig groBen Scharfe und der gering: 
Menge dazu erforderlicher Substanz. Das Fett wird mit Jodwasserst«(i 
im Apparat von Zeisel-Fanto zusammengebracht, das Glycerin dabei i) 
Isopropyljodid verwandelt, in die Silbernitratlésung abdestilliert un 
alsdann das AgJ gewichtsanalytisch ermittelt. 

Die Glyceringehalte der atherischen Fraktionen von Tieren ver 
schiedenen Alters sind in der Tabelle I] zusammengestellt. 


Tabelle 11. 


Glyceringehalt in atherischen Fraktionen der Katzen. 





Gehalt von Nicht- 








so 52) $8. SF SEES —— “Glycenden in 
Gewicht | 392 (BEE) BEE [Be Elgge bg Mterscter fraktion 
. Sts |5e¢ Lee ESS .5ce - cs ee 
Alter der Tiere eee \§S¢ ses \$ exe oe S88! v= 
ve= ase ase 1D 2 ESTE 355/852 
C= G2 os [SF 82293 ge 2 

x ge | %o 8 %Jo g g le | ‘ 
Neugeborene . 399,03 | 22,05 0,69 0,15210,039 1,521 20,377 92,6 52 
7 Tage... 4846 29,91'7,18 2,1528044 21,528 6.227/ 20,8 123 
Re aia wos 427,7 26,28 269 0,70960,166 7,096 18,474) 70,0) 4.3 
ee 527.2 | 79,382 5.93 4,1687/0,79 41,687 2447 (34,8) 44 
_ See 395,72 | 30,55 1,42) 0,4337/0,11 4.337 | 25,78 843) 65 
ee ben ae oS 492,15 27,62 1,98) 0546801386 5468 2149 77.5! 53 
ee 528 56,77 464 2,63410,49 26,341 2780 489 53 
6 Monate . . 2950 191,11 5,61 10,72130,36 | 107,213 73,18 38,2 24s 
12 Jahre. . . 3710 145,45 2.11 3,0686:0,083 30,686 111.70 | 76,7) 3.01 


Betrachtet man die Zahlen der obenstehenden Tabelle naher, so 


. kann man zu folgenden SchiuBfolgerungen gelangen: 


1. Der Prozentgehalt des Glycerins in den atherischen Fraktionen 
erleidet betrichtliche Schwankungen unter dem EinfluB des Alters 
Zur Zeit der Geburt betragt der Glyceringehalt nur etwa 0,7°,, der 
Trockensubstanz in der atherischen Fraktion; nach 7 Tagen vergrolert 
sich die Glycerinmenge um das Zehnfache (bis 7,2°,); 14 Tage nach 
der Geburt beobachten wir eine Verminderung des Glyceringehalts 
bis auf 2,7°. Im weiteren Laufe des Wachstums sehen wir wieder 
eine Abnahme bis auf 2°, (30 Tage); zum Ende der Saugeperiode 
(35 Tage) erreicht der Glyceringehalt den Wert 4,6°,, was annahernd 
der mittleren GréBe des Glyceringehalts bei erwachsenen Tieren ent- 
spricht. 

2. Der Glyceringehalt bei Katzen verschiedenen Alters, bezogen 
auf das gesamte Lebendgewicht, ist ziemlich gering, besonders bei 
neugeborenen Tieren, wo er nur 0,04°,, ausmacht. Am siebenten Tage 
erfihrt er eine zehnfache Vermehrung (bis 0,44°,), und bei spateren 


~~o 


Altersstufen schwankt er in den Grenzen von 0,1 bis 0,55°%,. Bei er 
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wachsenen Tieren in gutem Ernahrungszustande erreicht der Glycerin. 
gehalt 0,36°,,; im Zustande seniler Erschépfung fallt er sogar bis auf 
0.08 %. 

3. Berechnet man auf Grund der Glycerinbestimmungen die 
entsprechenden Mengen von Fettsiuren (unter der Annahme, dab 
ein Teil Glycerin drei Teilen Stearinsiure entspricht, erhalten wir 
das Gewicht der Fettsiuren aus dem Glyceringewicht, wenn wir das 
letztere mit 10 multiplizieren), so kénnen wir feststellen, daB Glyceride 
als solche nur einen geringen Anteil der atherischen Fraktion aus- 
machen. Summiert man die Zahlen, welche den Mengen der Fettsiuren 
und des Glycerins entsprechen, und subtrahiert diese Summen von den 
Werten des gesamten Gewichts der atherischen Fraktionen, so erfahrt 
man annihernd in Grammen und Prozenten. bezogen auf Trocken- 
substanz der aitherischen Fraktion und auf Lebendgewicht, die Menge 
von Nicht-Glyceriden. 

Dieselben betragen bei Neugeborenen 93,6°, der Atherischen 
Fraktion. Nach 7 Tagen beobachtet man eine starke Abnahme bis 
20,8°%,. Dann folgt wieder eine Vermehrung von Nicht-Glyceriden bis 
auf 70°, (14 Tage), Verminderung bis 34°, (21 Tage), Zunahme bis 
84°, (30 Tage). Beim erwachsenen Tiere betrug der Gehalt an Nicht- 
Glyceriden 38 °,,, beim alten Kater 76,7 °,. Bezogen auf Lebendgewicht 
sind die Schwankungen an Nicht-Glyceriden inden atherischen Fraktionen 
verhaltnismaLig unbedeutend; mit Ausnahme eines Maximums von 
12,.8°,, (7 Tage), sehen wir, daB sich die meisten Werte in den Grenzen 
von 4,3 bis 7,2°, des Lebendgewichts befinden. Bei erwachsenen 
Tieren sinken die Werte bis 2,48 eventuell 3,0°,. 

Es ist nicht ausgeschlossen, daB die Glycerinwerte, die in Tabelle II 
angegeben sind, nicht giapzlich dem Glyceringehalt im gesamten 
Organismus entsprechen, denn einerseits darf ein Teil des Glycerins 
auch in der alkoholischen Fraktion vorkommen und andererseits kénnte 
ein anderer Teil des Glycerins infolge der Verseifung der Glyceride in 
die wasserige Fraktion tibergehen und mit dort befindlichen Amino- 
siuren in Kondensationsprodukte verwandelt werden; die Mengen 
des Glycerins in den alkoholischen und wiasserigen Fraktionen sind 
aber so verschwindend klein, daB sie kaum in Betracht gezogen werden 
miissen. 

Bestimmung der Fettsduren. 

Wegen der Unzulanglichkeit der titrimetrischen Methoden konnten 
wir die Verseifungs- und Saurezahlen in der iiblichen Weise nicht 
bestimmen und waren daher genétigt, die Fettsauren gewichtsanalytisch 
za ermitteln. Eine gewogene Menge der atherischen Fraktion wurde 
verseift, die Seifen mit verdiinnter Schwefelsaure zerlegt und die freien 
Fettsiuren mit Ather im Scheidetrichter abgetrennt; dabei scheidet 
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sich zwischen der Wasser- und Atherschicht ein feines Haiutchen eines 
schwarzen, harzartigen Kérpers ab, der in Ather und Wasser unléslic!) 
war, sich aber gut in Alkohol léste. Wegen zu geringer Mengen wurd: 
dieser Stoff nicht weiter untersucht. 


Man muB8 beriicksichtigen, da8 bei der Extraktion mit Athe: 
mit den Fettsiuren zusammen auch die sogenannten unverseifbaren 
Stoffe ausgezogen werden, die zu den héheren einatomigen Alkoholen 
(Wachsalkoholen) gehéren. Um daher den Gehalt an Fettsiuren be- 
stimmen zu kénnen, miissen wir die Mengen der unverseifbaren Sub.- 
stanzen kennen und dieselben von der Summe der simtlichen ather 
lislichen Verseifungsprodukte abziehen. 


Der unverseifbare Riickstand wurde nach dem Verfahren von 
Honig und Spitz ermittelt. Eine gewogene Menge der atherischen 
Fraktion wurde mit alkoholischer Kalilauge verseift und mit Petrol. 
ather ausgezogen. Der petrolitherische Auszug wurde sorgfaltig mit 
Alkohol gewaschen, zur Trockene verdunstet und gewogen. 


Folgende Tabelle III enthalt die ermittelten Werte, die mit einigen 
friiheren Angaben zusammengestellt sind. 


Tabelle III. 


Gehalt an Fettsaéuren und unverseifbaren Stoffen in atherischer Fraktion. 





Summe von Glycerine Summe von Im Riick- 


ey ~~ Fettsduren gehalt (aus lipoiden = stand verb! 
Alter des Tieres — ceca Tabelle Il) Substanzen Substanzen 
Ff, Fp OF, 5 ly 0, 
Neugeborene . 68,83 56,86 11,97 0,69 69,52 30.48 
7 Tage... | 9847 412 | 8985 | 718 100,65 0 
er 94,00 3,10 91,99 2,69 96,69 3,31 
a ae ke 74,40 2,72 71,68 5,93 80,33 19,67 
BP ng see 79 97 12,90 67,07 1,42 71,39 18,61 
Be gh 4s 72,04 6,54 65,59 4.64 76.68 23,32 
6 Monate . . 59,47 4,10 55,37 5,61 65,98 34,92 
12 Jahre. . . 59,63 8,10 49,53 2,11 59,74 40,26 
3 Tage ... — 59,59 -- — —_ _ 
be _ 61,83 — _ — - 


” 


Auf Grund der in Tabelle II] angefiihrten Zahlen kann man 
folgendes schlieBen: 

1. Eine besondere Aufmerksamkeit erheischt die auBerordentliche 
Menge von unverseifbaren Stoffen in der atherischen Fraktion der 
Neugeborenen, namlich 56,86 °%,; bei dreitagigen Tieren ist dieser Wert 
gleich 59,50°,, bei fiinftagigen sogar 61.83%. Dabei wird nur eine 
sehr geringe Menge von Fettsiuren gefunden. Nimmt man die Summe 
aus Unverseifbarem, Fettsiuren und Glycerin, so macht sie nicht 100°, 
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aus; e8 ergibt sich die Gegenwart von 30,48° , irgendwelcher ,.riick- 
stindiger Stoffe, deren Natur noch unklar ist. Sie kénnen nicht als 
flichtige Fettsiuren betrachtet werden, die durch die angewandte 
Methode vermiBt werden kénnten; die Zahlen von Reichert-Meissl 
und von Polenske fiir die Fille des drei- und des fiinftagigen Tieres 
erwiesen sich als sehr niedrige und betragen, die Mengen der fliichtigen 
Fettsiuren auf Essigsiure umgerechnet, nur 1,16 bis 1,30°, der 
itherischen Fraktion. 

2. Vom siebenten Tage nach der Geburt fallt plétzlich die Menge 
der unverseifbaren Stoffe von 61,83 °,, bis auf 4,1 und 2,7°,. Man hat 
den Eindruck, als ob vor der Geburt und in den ersten Tagen nach 
derselben ein groBer Vorrat von unverseifbaren Stoffen im Organismus 
vorhanden ist. Und dieser embryonale Vorrat verschwindet plétzlich 
nach Ablauf der ersten Woche des Lebens. Gegen den 30. Tag wird 
eine erneuerte Anhaufung von Unverseifbarem wahrgenommen; es 
ist wenig wahrscheinlich, daB die Vermehrung der unverseifbaren 
Stoffe auf dem Wege der Ernihrung entstanden war; vielmehr ist 
anzunehmen, da sich diese Stoffe entweder synthetisch gebildet 
hatten oder aus der alkoholischen Fraktion stammen, wo sie eine 
Zeitlang in irgend einer gebundenen Form vorritig waren. Eine nihere 
quantitative Untersuchung der alkoholischen Fraktion ware in dieser 
Hinsicht von ausschlaggebender Bedeutung gewesen, sie bietet aber 
groBe Schwierigkeiten wegen der ganz besonderen Eigenschaften der 
Lipoide, die in der alkoholischen Fraktion angehauft sind und die zu 
den sogenannten Gehirnstoffen zu zahlen sind. 

3. GréBere Mengen von riickstaindigen Stoffen, die in der atheri- 
schen Fraktion der Neugeborenen vorhanden sind (bis. 30,48°.,), ver- 
schwinden fast ginzlich zum siebenten Tage nach der Geburt. Nach 
3 Wochen kommen derartige riickstandige Stoffe wieder zum Vorschein 
(19,7°%,) und erleiden in spateren Altersstufen eine Vermehrung bis 
23.3%, und sogar bis 35 und 40° der atherischen Fraktion. Uber 
diese Stoffe kénnen wir zurzeit noch nichts Sicheres aussagen. Auf 
Grund der gegenwartigen Erfahrungen erweist sich die Annahme 
unhaltbar, die unverseifbaren Stoffe und riickstandigen Substanzen als 
Cholesterinester von fliichtigen Fettsiuren zu betrachten, die im Laufe 
der Entwicklung (nach 7 Tagen) fast gianzlich verschwinden. Man 
mu8 nur hervorheben, daB man keine Cholesterinreaktionen in atheri- 
schen Fraktionen bzw. in deren unverseifbaren Anteilen nachweisen 
kann und keine gréBeren Mengen (iiber 2°.) von fliichtigen Fett- 
sauren antrifft. 

Viel wahrscheinlicher ware die Vorstellung von gegenseitigen 
Wanderungen der unverseifbaren und riickstindigen Stoffe aus der 
alkoholischen Fraktion in die atherische und aus den Atherischen 
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Fraktionen in die alkoholische. Aber noch eine andere Hypothese wird 


unten entwickelt. 

In der Tabelle IV sind die Gehalte an Fettsiuren und an Un 
verseifbarem angegeben in Grammen und in Prozenten des Lebend. 
gewichts. 





Tabelle IV. 
Gehalt an Fettséuren und Unverseifbarem. 
Unverseif- Unverseif- , ‘ Fettsaure 
Lebend- —_bares bares, bezogen yo erneed in | bezogen aut 

Alter der Tiere gewicht in Sigetocher 7 one ° Fabien” — =~ 
8 . *lo 8 *lo 
Neugeborene . . . 390,03 12,5376 3,21 2.6394 0,68 
2 ees 484.6 1,2259 0,25 26,7097 5,51 
re er 427,7 0,8147 0,19 23,8885 5,58 
ae 527,2 1,8986 0,36 50,4771 9.56 
a ‘ 395,7 3,9409 0,99 20,4899 5,17 
Se 528 3,7128 0,70 38,2730 7,83 
6 Monate. ... 2950 7,8351 0,26 105,8121 3,58 
fae 3710 11,7815 0,32 72,0414 1,94 


Berechnet man den Gehalt von Unverseifbarem in Prozenten des 
Lebendgewichts, so sieht man den maximalen Wert bei neugeborenen 
Tieren; dann sinkt derselbe von 3,2 bis 0,25°,, und erst nach Verlauf 
von 20 Tagen wird eine unbedeutende Steigerung beobachtet, die 
zum 30. Tage ihren gréBten Ausdruck bekommt, namlich bis 1%. In 
der Norm ist 0,25 bis 0,3°%, angegeben. 

Was die Fettsiuren anbetrifft, so ist deren Gehalt bei Neugeborenen 
auffallend gering, namlich nur 0,68°, des Lebendgewichts, und erst 
nach 6 Tagen steigt er gegen 5,6°/,; nach 20 Tagen erreicht man das 
Maximum von 9,56 %,; in spiteren Altersstufen ist der Gehalt an Fett- 
siuren geringer; nur gegen das Ende der Saugeperiode findet man 
einen héheren Wert: 7,8°, dagegen bei erwachsenen Tieren nur 3,58 
und 1,94 °%%. 

Bestimmung der Jodzahl. 

Um festzustellen, in welchem Grade die atherischen Fraktionen un 
gesittigt sind, wurden die Bestimmungen der Jodzahl nach Wiys aus- 
gefiihrt. 

Die Zusammenstellung von nachstehend angefiihrten Zahlen be- 
rechtigt zu folgenden Schliissen: 

1. Die Jodzahl bzw. der Grad von Ungesittigtheit der atherischen 
Fraktionen erleidet eine allmahliche Abnahme mit dem Wachstum 
des Tieres; von 80,18 Teilen Jodaddition auf 100 Teile der atherischen 
Fraktion beim Neugeborenen und 80,09 beim fiinftagigen, sinkt dic 
Jodzahl bis 74,4 beim siebentagigen usw. bis 56,68 beim erwachsenen 
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Tabelle V. 


Jodzahlen der atherischen Fraktionen. 





| Den Jods | Differenz Jod+ 
Jodmenge |mengenent-- Menge der zwischen mengen, 


entsprechend | .nrechen verseitbaren 
Alter Jodzabl dem Gewichte — Bi Stoffe in got — 
des Tieres deratherichen| yon Oleins @therischer und Oleins Lebend> 
Fraktion siiure Fraktion siure gewicht 
zg & ru g %lo 
Neugeborene 80,18 17,6759 19,4425 2.6894 6,8031 4,53 
i. oe 74,43 22.2575 24,4852 26,7097 >. 2.2265 3.51 
is. «= — 70,63 18,5616 20,4178 23.8885 > BA707 4,34 
a ik +. 69.61 49.0693 53,9762 | 52.4771 — 84991, 9,30 
aa a. 60,90 18.5990 20,4589 | 20,4899 | : 0.0310 4,70 
aa a 56,06 31.8250 35.0075! 38.2730 | -: 32655 6.08 
6 Monate . 65,41 125.9430 | 137,5473 105.8121 — 31,7852 4,24 
12 Jahre. . 56.68 82,4297 90,6727 72,0414 — 18.6313 2,22 
3 Tage . . 75,45(59,52) — _ ~ on : 
5 , . . 80,09 (86,90) ; 


Tiere (zw6lfjahrigen). Man kann also feststellen, daB in bezug auf die 
itherische Fraktion die Summe von ungesiittigten Verbindungen im 
Laufe des Wachstums abnimmt. 


2. Wenn man die Jodmengen, die vom gesamten Gewicht der 
iitherischen Fraktion addiert werden, auf entsprechende Mengen Olein- 
siure umrechnet (man nimmt Faktor 1/1,1, d.h. auf je zwei Atome 
Jod bzw. auf einzelne ungesittigte Bindungen kommen 2,2 Molekel 
der Oleinsiure), so sind wir imstande, aus den Jodzahlen die Mengen 
der verseifbaren ungeséttigten Fettsiuren annaihernd zu ermitteln, 
die in den atherischen Fraktionen zugegen sind. Die Zusammenstellung 
der auf diese Weise erhaltenen Werte mit den tatsichlich gefundenen 
Werten von verseifbaren Substanzen hat gezeigt, das sie nur sehr 
unbefriedigend iibereinstimmen. Z. B. betrigt in der iatherischen 
Fraktion der Neugeborenen die Menge verseifbarer Stoffe 2.6394 g, 
die Menge der Oleinsiure, die auf Grund der Jodzahl berechnet war, 
gibt den Wert 19,4425 g, d.h. einen fiktiven Uberschu8 von 16,8031 g. 
Das kénnte nur durch unrichtige Berechnung oder falsche Voraus- 
setzung entstehen, entweder diirfte die Jodverbindung von unverseif- 
baren Stoffen erfolgen, welche in iiberschiissiger Menge in atherischer 
Fraktion der Neugeborenen vorkommen; oder im entgegengesetzten 
Falle wiirden wir es nicht mit Oleinsiure zu tun haben, sondern mit 
mehrfach ungesittigten Siuren mit dem Faktor 1:6 anstatt 1: 1,1; 
solche Sauren mibten 6 Paar Doppelbindungen besitzen und 12 Atome 
Jod aufnehmen. Zur Entscheidung dieser Frage haben wir die Jod- 
zahlen in den unverseifbaren Anteilen der atherischen Fraktion bei 
drei- und fiinftagigen Katzen ermittelt. Es hat sich sofort heraus- 
gestellt, daB die unverseifbaren lipoiden Alkohole in hohem Grade un- 
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gesittigt sind. Fiir ein dreitagiges Tier erhielten wir die Jodzahl dvr 
ganzen atherischen Fraktion gleich 17,05, waihrend die unverseifbaren 
Anteile eine Jodzahl von 59,43 zeigten; d. h., daB die lipoiden Alkoho| 
in noch héherem Grade ungesittigter sind als die lipoiden Sauren 
Diese lipoiden ungesattigten Alkohole kénnen nicht zu den zyklischen 
Sterinen zugezihlt werden, erstens infolge des Fehlens von Cholesterin. 
reaktionen und zweitens infolge der gréBeren Jodzahl, welche dic 
Verbindungen als azyklische, aliphatische charakterisieren. 

Wahrscheinlich kommen in diesen Fallen die Alkohole vor, von 
dem Typus Oleinalkohol, Linolalkohol, Linolenalkohol, Terapinalkoho! 
entsprechend den gleichnamigen ungesiittigten Fettsiuren; derartige 
Alkohole wurden unlingst von einem japanischen Forscher als Bestan« 
teile der fliissigen Fette bei Meerestieren gefunden. 

In der atherischen Fraktion der neugeborenen Katzen ist das 
Vorhandensein solcher ungesiattigter aliphatischer Alkohole héchst 
wahrscheinlich. 

3. Die atherische Fraktion der Neugeborenen nimmt in bezug 
auf obenerwaihnte Anomalien eine auSerordentliche Stellung ein 
welche nur bei drei- und fiinftigigen Tieren vorkommt und bei spiiteren 
Altersstufen nicht wiedergefunden wird. Uberall finden wir eine ge. 
niigende Ubereinstimmung zwischen den Werten der verseifbaren 
Substanzen und den nach der Jodzahl berechneten Werten von Olein- 
siure mit dem positiven Ausschlag in der Richtung der verseifbaren 
Stoffe. Da auch hier die Fettsauren mit mehreren Doppelbindungen 
vorkommen kénnen, so sind die Differenzen dadurch gut erklirbar 

4. Bezieht man die Jodzahlen auf die Mengen der verseifbaren 
Substanzen, so erhalt man keinen Hinweis auf die Abnahme der Zah| 
der Doppelbindungen bei fortschreitendem Alter, wie wir es gesehen 
haben bei der Zusammenstellung von Jodzahlen in der atherischen 
Fraktion, ohne sie auf lipoide Alkohole und lipoide Sauren zu verteilen 
Im Gegenteil scheint eine Tendenz der Zunahme von Jodzahlen zu 
bestehen, wenn man sie auf die verseifbaren Stoffe bezieht. Bezieht 
man die erhaltenen Jodmengen auf die ganze Menge des lebendigen 
Substrats, so kann man ein Maximum ve 4,30°%, gegen den 21. Tag 
bemerken, worauf die Prozentzahlen eine yerminderung bis 4,2°,, und 
sogar bis 2,2°,, zeigen. Eine nihere Erklirung aller dieser Verhaltnisse 
kann nur die eingehende Untersuchung nicht allein der atherischen 
sondern auch der alkoholischen Fraktionen, die auch ziemlich hol. 
Jodzahlen liefern, geben. 


Untersuchung der dtherischen Fraktionen von drei- und fiinftdgigen Katzen. 


Um zu verfolgen, wieweit die Anomalie der Zusammensetzung 
der atherischen Fraktion bei Neugeborenen reicht, haben wir diese 
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\erhaltnisse bei drei- und fiinftagigen Tieren niher untersucht. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle VI zusammengefabt. 


Tabelle VI. 


Analyse der atherischen Fraktion von drei- und fiinftagigen Tieren. 





Bestimmungen 3-tagige Tiere S«tagige Tiere 

Lebendgewicht von 3 Tieren ing....... 378 475,7 
Atherische Fraktion in °/9 des Lebendgewichts 12,12 6,55 
Reichert-Meissl sche Zahl a sae ee 8,51 11,02 
Wasserlisliche fliichtige Sauren auf Essigsiure 

umgerechnet in °/9 der atherischen Fraktion . 1,01 1,33 
Sane Wen DS kw ce ee ee eo a8 1,25 1,30 
Wasserunlosliche flichtige Sauren auf Essigsaure 

umgerechnet in °/9 der atherischen Fraktion . O15 0,155 
Die Summe von flichtigen, wasserléslichen und 

wasserunlislichen Sauren in °/) der atherischen 

DENON) h 156. a ae ee AS ke Ge ae 1,16 1,49 
Jodzahl der ganzen atherischen Fraktion . . . . 74,95 80,99 
Unverseifbares in °/) der atherischen Fraktion . 59,52 61,73 
Jodzahl des Unverseifbaren . ......... 59,43 86,99 

Auf 100g bezogen: 

Jodzahl des unverseifbaren Teiles ....... 100 108.4 
Jodzahl des verseifbaren Teiles ........ 38,3 27.5 


Betrachtet man die Angaben, welche in obenstehender Tabelle 
zusammengestellt sind, so kann man einige nahere Eigenschaften der 
iitherischen Fraktionen von Tieren in der Entwicklungsstufe zwischen 
der Geburt und einwéchigem Alter erkennen. Diese erste postembryo- 
nale Stufe wird durch iiberwiegende Mengen von unverseifbaren Sub- 
stanzen gekennzeichinet, welche noch ungesiattigt sind; was den verseif- 
baren Anteil der atherischen Fraktion anbetrifft, so ist er verhiltnis- 
maBig gering und enthalt nur ganz unbedeutende Beimengungen von 
flichtigen Fettsauren. 

Die atherische Fraktion der Katzen in der ersten postembryonalen 
Stufe der Entwicklung ist r ‘h an ungesittigten aliphatischen Alkoholen, 
welche wahrscheinlich den~ wngesittigten Fettsiuren entsprechen 
(Oleinol, Linoleol, Linoleneol usw.). Die Menge der Fettsiuren dagegen 
ist so gering, daB man sich die erwaihnten Alkohole nicht als gew6hnliche 
Fettsaureester vorstellen darf, sondern als Nicht-Fettsiureester. 


In der zweiten postembryonalen Stufe, die am siebenten Tage 
beginnt und durch Verschwinden von unverseifbaren Stoffen und 
dureh gleichzeitiges plétzliches Erscheinen von iiberschiissigen Fett- 
sauren gekennzeichnet wird, erfolgt wahrscheinlich die Umwandlung 
von ungesdttigten aliphatischen Fettalkoholen in die gleichnamigen 
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ungesdttigten aliphatischen Fettsiuren. die sich nun mit Glycerin 
zu Triglyceridenumestern, wahrend die urspriingliche Siurekomponente 
der Fettalkohole entweder frei wird oder durch Oxydation zerstért wir 

Die oben erwaihnten Ergebnisse und Hypothesen zeigen nur ein 
vorliufige Orientierung in diesem verwickelten Gebiet der Biochemic 
des Wachstums, die mit neuen Untersuchungsmethoden des lebendige 
Substrats verkniipft sind. Wenn eine allgemeine chemische Reko- 
gnoszierung ausgefiihrt wird, um die Natur und die Zusammensetzuny 
einzelner Verbindungen in den verschiedenen Fraktionen der homo- 
genisierten Organismen zu erkennen, kénnen uniibersehbare Per- 
spektiven sich eréffnen fiir die vertiefende biochemische Forschung 
der Stoffwechsel- und Entwicklungserscheinungen. 











Uber die Sulfonierung des Fichtenholzlignins. 1°. 


Von 


Erik Hiigglund und Torsten Johnson. 
(Aus dem Institut fiir Holzchemie der Akademie Abo.) 


(Eingegangen am 24. September 1928.) 


Schon friiher haben wir iiber Versuche, das mit hochkonzentrierter 
Salzsiure aus Fichtenholz isolierte Lignin in Bisulfitlésungen unter 
Druckerhitzung zu lésen, berichtet?. Es stellte sich dabei heraus, 
daB das Lignin relativ schwierig in Lésung ging. Beispielsweise liste 
eine 5°, ige Natriumbisulfitlisung bei 120° wahrend 5 Stunden nur 
48°. In derselben Zeit wurde von einer Calciumbisulfit-Kochsiure, 
entsprechend der Zusammensetzung 1°, CaO und 2.3%, SO,, 
13,2 %, gelést. Wurde die Temperatur auf 135° erhéht, so war es méglich, 
in derselben Zeit mit einer 0,6°, CaO und 23°, SO, enthaltenden 
Kochsaure 46,5°, des Lignins in Liéisung zu bringen. Jedoch ging 
hier die Kochung so weit, daB die Lésung schwarz geworden und ein 
Niederschlag von Gips und Schwefel ausgeschieden worden war. 


Spiiter hat auch Kiirschner* Sulfonierungsversuche mit Salzsiure- 
lignin ausgefiihrt, aus welchen ebenfalls die Schwerlislichkeit dieses 
Lignins hervorgeht. 

Bei unseren weiteren Untersuchungen tiber die Sulfonierung des 
Lignins haben wir zunachst die Frage zu beantworten gesucht, inwiefern 
die Darstellungsart des Lignins einen Einfluf auf die Reaktionsgeschwin- 
digkeit ausiibt, und ferner in Zusammenhang damit, ob diese Sulfonierung 
ahnlich der Holzsulfonierung verlauft. 

Wir stellten a'so aus mit Ather und Aceton extrahiertem Holz 
verschiedene Ligninpraparate her in der Art, wie es die folgende Auf- 
stellung naher angibt. 


! Zugleich XIV. Mitteilung iiber die Chemie der Sulfitzellstoffkochung. 
2 Hdgglund, Acta Acad. Aboensis, Math. et Phys. 2, 4, 10ff., 1922. 
* Sammlung chem. u. chem.-techn. Vortrage 28, 114, 1926. 
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Ligninpraparat Art der Darstellung 
1 Das Holz wahrend 36 Stunden mit der zehnfachen Menge 40% ig. 
Salzsaure behandelt. 
2 Das Holz zuerst nach 1 behandelt und das resultierende Ligui; 
weitere 36 Stunden mit 40% iger Salzsiure digeriert. 
3a Das Holz wahrend einer halben Stunde mit der 15fachen Meng: 
49% iger Salzsiure behandelt. 
3b Das nach 3a entstandene Produkt mit verdiinnter Schwefelsaure | 
der Hitze hydrolysiert. 
4 Das Holz wahrend zwei Stunden mit der 15fachen Menge 40°, ive: 


Salzsiure unter + 8° behandelt. 


Bei der Sulfonierung zeigte es sich nun, daB das Lignin 2 schwieriger 
in Lésung zu bringen war als das Lignin 1, wihrend das Lignin 3 aube: 
ordentlich leicht gelést wurde. Wie im Versuchsteil niher beschrieben 
werden soll, ging, unter Anwendung derselben Kochsiéure bei 135° 
AufschluBtemperatur, vom Lignin 1 53,1°,, in Lésung, und zwar nach 
20 Stunden, von Lignin 2 28,5°, nach 24 Stunden bzw. 41,0°, nach 
33 Stunden, wahrend das Lignin3 schon nach 20 Stunden bis auf 
kleine Reste véllig gelést worden war. Daraus ergibt sich, daB je langer 
die hochkonzentrieite Salzsdure auf das Lignin ecinwirkt, um xo 
schwieriger ist es zu lésen. 

Als Erklarung fiir diese Tatsache liegt es wohl am nachsten, an- 
zunehmen, da® das langere Zeit mit Salzsaiure behandelte Lignin aus 
gréBeren Molekiilkomplexen besteht als das Lignin, das nur kurze 
Zeit in Beriihrung mit der starken Salzsiure war. Es ist einstweilen 
schwer zu sagen, ob wir es hier mit einer Polymerisation oder Konden- 
sation zutun haben. Aggregationen solcher Art sind ja nicht unbekannt 
So zeigt es sich, daB Zuckerarten in héherer Konzentration in Anwesen. 
heit von Salzsiure unter Bildung von polymeren Kohlehydraten zu- 
sammengehen, die durch Erhitzung mit verdiinnten Sauren wieder 
in einfache Zucker gespalten werden!. Es ware nicht undenkbar, dal 
mit dem Lignin etwas Ahnliches passiert. 

Kiirschner? gibt an, daB das Lignin wesentlich schneller von 
Sulfitlisungen aufgelést wird, wenn die Behandlung in Anwesenheit 
von Cellulose vor sich geht. Dies haben wir nicht bestatigen kénnen 
und es ist schon a priori schwer zu verstehen, dab Cellulose eine solche 
Wirkung ausiiben sollte. Rein mechanisch kann die Cellulose ( Kiirschn:r 
benutzte Filtrierpapier) den Aufschlu8 insofern erleichtern, als dic 
Ligninkérner sich auf die Fasern verteilen und auf diese Weise in einen 
intimeren Kontakt mit der .,.Kochsaiure’’ kommen. Allerdings haben 


1 Vgl. hierzu Hdgglund, Svensk Kemisk Tidskr. 35, 2, 1923. 
2 A.a. O. 
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wir unter Anwendung von Baumwolle keinen merkbaren Effekt beob- 
chten kénnen. Wir priiften auch, ob die Aufliésung durch Glucose 
winstig beeinfluBt wird, jedoch ohne jeden Erfolg. 


Es ist interessant, dab der ungeléste Riickstand nach der Behandlung 
nicht mehr aus unverandertem Salzsiurelignin besteht, sondern in 
mehr oder weniger hohem Grade in sulfoniertem Zustande vorliegt. 
Der Aschengehalt ist auch bedeutend, so daB hier unlésliche ligno- 
sulfonsaure Salze vorliegen. 


Die bei der Sulfonierung von Salzsiurelignin mit Bisulfitkochsaiure 
in Lésung gehende Lignosulfonsaiure zeigt dieselben Eigenschaften wie 
Lignosulfonsiure von dem gewohnlichen SulfitkochprozeB. Wie diese 
ist sie mit Naphthylamin teilweise fallbar, wobei gelbbraune Fillungen 
erhalten werden, welche die charakteristische Eigenschaft zeigen, in 
feuchtem Zustande bei 60 bis 70° zu schmelzen. Der Schwefelgehalt 
dieser Naphthylaminverbindungen ist, sofern das Lignin schonend 
hergestellt wurde, ungefahr derselbe oder unbedeutend héher als der- 
jenige, der aus gewéhnlicher Sulfitablauge dargestellten analogen 
Verbindungen. In den letzteren ist der Schwefelgehalt normalerweise 
5.1 bis 53°, oder, auf reines Lignin umgerechnet, etwa 8°,. Wird 
die Sulfitzellstoffkochung zu weit getrieben, so werden Fillungen mit 
hoherem Schwefelgehalt erhalten. So wurde in einer friiheren Arbeit 
der Wert 6,2 °, angefiihrt'. Bei der Sulfonierung des Salzsaurelignins 3 
erhielten wir in Lésung eine Lignosulfonsaure, die eine Naphthylamin- 
fillung mit 5,65°, S gab, also nur wenig mehr als die Lignosulfonsiure 
aus dem normalen ZellstoffkochprozeB. Da die Auslisungszeit in 
vorliegendem Falle nicht linger war als bei der Sulfitzellstoffkochung, 
kann dieser héhere Schwefelgehalt kaum auf eine andere Ursache 
zuriickzufiihren sein als auf die hohe Schwefligsaurekonzentration der 
Kochsiure (5,1 °). 

Lignine, die schwerer léslich sind, geben Naphthylaminfallungen 
mit héherem Schwefelgehalt. Wir erhielten solche mit 6,5 bis 7,7°,, 8, 
entsprechend 12 bis 13°, S auf Lignin umgerechnet. Dieser Schwefel 
ist stark gebunden, da er von Alkalilaugen bei Erhitzung auf 50° nicht 
abgespalten wird. 


In dem Mae, wie das sulfonierte Lignin gelést wird, bindet es 
auch Sulfit lose in wesentlichen Mengen. So erhielten wir bei der 
Sulfonierung des Lignins 3 eine Lignosulfonsiure in der Lésung, die 
7 bis 8°, SO, des Gewichts des gelésten Lignins enthielt. Die anderen 
Lignine geben Lignosulfonsiuren mit noch gréBeren Mengen lose ge- 
bundenem SO,, namlich 14 bis 15%. 


1 Hadgglund, diese Zeitschr. 158, 350, 1925. 
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In diesem Zusammenhang ist zu beachten, daB man lose gebundene 
schweflige Saure in der bekannten Weise nicht exakt bestimmen kann 
wenn eine Zersetzung des Sulfits unter Schwefelabscheidung ein. 
getreten ist. Dies steht mit der Bildung von Tetrathionsiure in Zu 
sammenhang. Bei Anwesenheit dieser Saure verbraucht die Lésuny 
nachdem sie alkalisch gemacht worden ist und darauf angesiuert 
wurde, weitere Mengen von Jod. Aus diesem Grunde sind im Versuchs. 
teil keine Werte fiir lose gebundene schweflige Saure angegeben, da 
die Sulfonierung so weit ging, daB Schwefel abgeschieden worden war 


Wir erwahnten, daB die geliste Lignosulfonsiure mit Naphthylamin 


nur teilweise gefallt werden kann. Es hat den Anschein, als ob bei der 


Sulfonierung von schwerléslichem Lignin prozentual mehr nicht fallbare 
Lignosulfonsiure gebildet wird. Diese Lignosulfonsiure scheint auch 
die Eigenschaft zu besitzen, wesentlich mehr schweflige Saure lose zu 
binden als dem Verhaltnis zwei Teile fest auf ein Teil lose gebundenes 
SO, entspricht. 

Es wire ja denkbar, daB nicht fallbare Lignosulfonsdure aus der 
fallbaren bei fortgesetzter Sulfonierung gebildet wird. Dies haben 
wir aber nicht nachweisen kénnen. Wie fanden naimlich, daB Ligno. 
sulfonsiure, die durch Aussalzen aus Sulfitablauge gewonnen wurde 
und die, wie wir auch feststellen konnten, vollig mit Naphthylamin 
fallbar ist, bei weiterer Behandlung mit Sulfitlésungen bei 135° wahrend 
8 Stunden ebensoviel Naphthylaminfallung gab, wie vor dem Versuch 


Die durch Aussalzen gewonnene Lignosulfonsiure enthielt nur 
geringe Mengen lose gebundene schweflige Siure. In der nach dem 
Aussalzen gewonnenen Mutterlauge waren noch bedeutende Mengen 
mit Naphthylamin fallbare Lignosulfonsiure vorhanden. Die Fallbar- 
keit derselben nimmt auch nicht beider weiteren Behandlung mit Sulfit 
ab. Diese Lignosulfonsiure bindet etwa viermal so groBe Mengen 
SO, als die durch Aussalzen gewonnene. Das ist auch der Fall, nachdem 
der gréBte Teil des Zuckers durch Vergiirung entfernt worden ist 
Nebenbei bemerkt, kann die Druckerhitzung mit Bisulfitlésungen 
wesentlich linger fortgesetzt werden, wenn der Zucker vorher entfernt 
wird. Wir haben festgestellt, daB Zuckerarten (Aldosen) in der Tat 
den Zerfall des Sulfits in Sulfat und Schwefel katalytisch beschleunige 
Dariiber wird an anderer Stelle ausfiihrlich berichtet. 

Die aussalzbare Lignosulfonsiure hatte eine niedrige Kupferzah! 
namlich zwischen 2 und 3. Hénig und Fuchs! haben durch Dialys 
Lignosulfonsiure isoliert und geben die Kupferzahl 2 dafiir an, also 
praktisch denselben Wert, den wir fiir die durch Aussalzen gewonnene 


? Ber. 60, 782, 1927. 








ehe 


nn 
“in- 
Zi- 
ng, 
ert 
+hs- 
da 
yar 
min 
der 
are 
uch 
zu 
nes 


der 
ben 
TO- 
rde 
min 
end 
ich 


nur 
lem 
gen 
par- 
ilfit 
gen 
lem 
ist 
wen 
prnt 
Tat 


yen 


ahl 
Lys 
also 
rene 





Sulfonierung des Fichtenholzlignins. I. 443 


Lignosulfonsaure gefunden haben. Die Kupferzahl der nicht aussalz- 
baren Lignosulfonsiure kann man in der Sulfitablauge direkt nicht 
bestimmen. Wir fanden, daB die Reduktionsfaihigkeit der Sulfitablauge 
nach der Ausfallung mit Naphthylamin stark abnimmt!. Wir stellten 
nun auch fest, daB die Lésung, welche bei der Sulfonierung des Salz- 
siurelignins entsteht, einen starken Reduktionseffekt zeigt, entsprechend 
der Kupferzahl 30 bis 40, bezogen auf gelistes Lignin. Bedenken wir, 
daB diese Lisung zum Teil aus wenig reduzierender, aussalzbarer 
Lignosulfonsiure besteht, so diirfte die nicht aussalzbare Siure ver- 
haltnismaBig stark reduzieren. Dem entspricht ein wesentlich gréBeres 
Vermiégen, SO, lose zu binden. 


Es lag ja nahe, das Verhalten der Lignosulfonsdéure im Quarzlampen- 
licht zu studieren. Wir konnten schon friiher feststellen, daB die 
Fluoreszenz der Sulfitzellstoffe auf der festen Lignosulfonsiure der- 
selben beruht?. Unter solchen Verhiltnissen muSte man erwarten, 
daB die feste Lignosulfonsiure des isolierten Lignins ebenfalls violett 
fluoreszieren sollte. Schon friiher haben wir zwischen der leuchtenden 
und der nicht leuchtenden violetten Fluoreszenz einen Unterschied 
gemacht. Die leuchtende Fluoreszenz tritt hier stark hervor, wenn 
das Lignin nur kurze Zeit mit hochkonzentrierter Salzsiure in Berithrung 
war. So gaben die Ligninpraparate 3 und 4 stark leuchtend fluores- 
zierende feste Lignosulfonsiure. Die nicht sulfonierten Lignine selbst 
fluoreszieren nicht. 

Wenn die sulfonierten Lignine mit verdiinnter Salzsiiure gekocht 
wurden, verschwand die leuchtende Farbe. Wurde aber die Auslisung 
mit einer in bezug auf die Wasserstoffionenkonzentration Armeren 
Flissigkeit ausgefiihrt, so blieb die leuchtende Farbe bestehen. Die 
in Lésung gegangene Siure fluoreszierte ebenfalls stark leuchtend. 

Durch diese Feststellungen ist unser friiherer Befund, daB die 
Fluoreszenz der Sulfitzellstoffe auf die feste Lignosulfonsiure derselben 
und auf nichts anderes zuriickzufiihren ist, zur vélligen Evidenz nach- 
gewiesen. 


Wir kénnen in diesem Zusammenhang nicht umhin, den chemischen 
Mechanismus des Sulfonierungsvorganges erneut zur Diskussion stellen. 
Schon vor lingerer Zeit fanden wir, daB der AufschluB von Holz mit 
sauren Sulfiten in zwei Phasen vor sich ging, nimlich erstens die 
Sulfonierung des Lignins in der festen Phase und zweitens die Ab- 
spaltung des sulfonierten Produktes durch Hydrolyse. Der erste Vorgang 


1 Hdgglund, Klingstedt, Rosenqvist und Urban, H. 177, 248, 1928. 
2 Zeitschr. f. angew. Chem. 40, 1101, 1927. 
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setzt bereits bei Temperaturen wesentlich unter 100° ein und ist g: 
gebenenfalls von der Konzentration der HSO;-Ionen abhingig. Di 
Geschwindigkeit der Reaktion ist auBerdem von der  Diffusions 
geschwindigkeit der Kochsaiure abhangig. Die zweite Phase richtet 
sich nach der Aziditat — Wasserstoffionenkonzentration — und der 
Temperatur der Kochsaure. 


Da die Lignosulfonsiure und insbesondere die lignosulfonsaure) 
Salze von Alkalien oder alkalischen Erden leicht wasserlislich sind 
muBte man annehmen, daB die Ursache zur Bildung einer in Wasser 
unléslichen Lignosulfonsiure in der festen Phase darauf beruhte, dai 
das Lignin chemisch gebunden war. Es schien am nachsten, anzunehmen 
dali es dabei mit Kohlehydraten des Holzes verkniipft war. 


Auf Grund der neuen Ergebnisse dieser Untersuchung ist dic 
Theorie von einer chemischen Bindung zwischen Kohlehydraten und 
Lignin fiir das Verstandnis des Verlaufs der Ligninauslésung mit sauren 
Sulfiten nicht unbedingt erforderlich, jedenfalls nicht, wenn man sich 
auf den Standpunkt stellt, daB das Lignin in dem Holze polymer vor-. 
liegt. Deswegen soll nicht bestritten werden, daB eine chemische Ver- 
kniipfung zwischen Lignin und Celluloseteil nichtsdestoweniger exi- 
stieren kann. 


Wir stellten auf verschiedene Weise fest, daB die feste Ligno- 
sulfonsiure des isolierten Lignins sich genau so verhalt wie die feste 
Lignosulfonsiure des Holzes. So fanden wir, daB aus der festen Ligno- 
sulfonsiure des Salzsaurelignins lésliche Lignosulfonsauren einfach 
durch Kochen mit verdiinnten Sauren gewonnen werden konnten. 
Es handelt sich um einen Vorgang, der mit der Wasserstoffionen- 
konzentration des Lésungsmittels in direktem Zusammenhang steht. 
Das sulfonierte Lignin wird dementsprechend nicht oder nur sehr langsam 
von neutral oder fast neutral reagierenden Fliissigkeiten in Lésung 
gebracht. So fanden wir, daB das Salzsaurelignin 4, welches schonend 
dargestellt und infolgedessen auch von Sulfitkochsiure mit S0O,- 
UberschuB fast ebenso leicht als das Lignin des Holzes gelist wurde. 
in einer 12°,igen Natriumbisulfitlésung bei 135° nur auBerordentlich 
langsam geliést werden konnte, wenn auch die Sulfonierung in der 
festen Phase normal verlief. 


Will man also die Auffassung verteidigen, daB das Lignin polymer 

nd frei im Holze vorliegt, so verlauft die Auslésung des Lignins durch 

die Sulfitkochsiure in der Weise, daB das Lignin zunichst schweflige 

Saure oder Bisulfit unter Bildung einer festen Lignosulfonsaure auf- 

nimmt. Im weiteren Verlauf der Kochung wird diese Sulfonsaure 

unter dem Einflu8B von verdiinnten Sauren zu wasserlislichen Ligno- 
sulfonsauren depolymerisiert. 
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Immerhin ist hier etwas hinzuzufiigen, was einstweilen gegen die 
geschilderte Auffassung, daB das Lignin des Holzes in ahnlichem Zu- 
stande sich befindet wie das schonend dargestellte Salzsiurelignin, 
sedenken hervorrufen kann. Wir fanden naimlich bei der Sulfonierung 
des Salzsaurelignins, daB das Lignin stark aufquoll. Die Quellung 
war um so starker, je schonender das Lignin hergestellt wurde. Bei 
der nachfolgenden Auswaschung des sulfonierten Lignins nahm das 
Volumen desselben in sehr starkem MaBe zu, und schlieBlich bekamen 
wir salbenartige halbdurchscheinende Massen. Eine derartige Quellungs- 
erscheinung konnten wir bei dem sulfonierten Holz nur in einzelnen 
Fillen und bei weitem nicht in diesem Ausmabe feststellen. Da das 
Lignin in der Mittellamellenschicht stark lokalisiert ist, wiirde die 
Quellung der festen Lignosulfonsiure wohl zu einem starken Aus- 
einanderbreiten der Faser fiihren. 

Mit der oben skizzierten Frage sind wir weiter beschiftigt und 
werden tiber die Ergebnisse der Arbeiten spiter berichten. 


Beschreibung der Versuche. 
Tsolierung des Lignins. 


Lignin 1. 100g trockenes, mit Ather und Aceton extrahiertes Fichten- 
holzmehl wurden 36 Stunden mit 1 Liter 40°%,iger Salzsiure behandelt. 
Die Lésung wurde durch Wollfilter abgezogen und darauf so lange ge- 
waschen, bis die Chlorreaktion verschwunden war. Zum Schlu8 wurde 
das Lignin mit Alkohol und Ather behandelt und bei 85° getrocknet. Aus- 
beute: 27,25°%. 

Lignin 2. 150 g Holz wurden zuerst 36 Stunden mit 40°,iger Salzsaéure 
wie oben behandelt und das Lignin abfiltriert. Das erhaltene Lignin wurde 
nochmals wahrend 36 Stunden mit 40°(iger Salzsiure behandelt. Nach 
volliger Auswaschung mit Wasser und Nachbehandlung mit Alkohol und 
Ather betrug das Gewicht des Lignins nach der Trocknung bei 75° 27,4 % !. 

Lignin 3. In diesem Falle dauerteidie Einwirkung der Saure auf das 
Holz nur eine 4% Stunde. Nachher wurde abfiltriert und sorgfaltig aus- 
gewaschen. Ausbeute: 28,3°,;CH,O = 14,26°, ; Cu-Zahl: 7,63 (Lignin 3a). 
Dieses Lignin wurde wiederholt mit 2°%,iger Schwefelsiure gekocht und 
nochmals mit hochkonzentrierter Séure 1 Stunde behandelt. CH,O 

16,0%; Cu-Zahl: 7,27. (Lignin 3b.) 

Lignin 4. 50g extrahiertes Holzmehl wurden mit 750 ccm hoch- 
konzentrierter Salzsiure unter Abkiihlung (Maximaltemperatur 8°) 
2 Stunden behandelt. Nach Filtrierung und Waschung wurde das Lignin 
emige Stunden mit Wasser gekocht, nachher mit Aceton und Wasser ge- 
waschen. Ausbeute: 26,2°,; CH,O = 13,5%. 


1 In dem Alkohol geht mit stark brauner Farbe eine Substanz in 
Lésung. Sie wurde mit Wasser ausgefallt, wiederum in Alkohol gelést und 
nochmals mit Wasser niedergeschlagen. Aus 150g Holz erhielten wir 
0.7435 g Substanz oder etwa 0,5°%,. Das schwarzbraune Pulver war in 
Alkohol, Aceton und Chloroform léslich, nicht aber in Ather und Ligroin. 
Diese Substanz wird noch weiter untersucht. 
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Sulfonierungsversuche. 
Versuchereihe I. 


Lignin 1. 

Zwei Proben von je 5g wurden in Glasréhren bei 135° im Glycerinbad 
erhitzt. Das Anheizen dauerte 10 Stunden. Darauf wurde die Temperatur 
bei 135° Héchsttemperatur 20 Stunden konstant gehalten. In allen Ver. 
suchen wurde wahrend der Erhitzung das Lignin mit dem Lésungsmitte! 
durch Umschiittelung innig gemischt. 

Probe 1. Mit 150 cem Wasser. Es wurde eine schwach gefarbte Lésung 
und ein Riickstand, etwas heller als das Ausgangsmaterial, aber von der- 
selben Konsistenz, erhalten. Gewicht des Riickstands: 4,63 g, 92,7 





ungelést. 
Probe 2. Mit 150cem Lésung von SO, und NaHSO,: 4,7g SO,, 


1,2 g Na,O in 100cem. Die Lésung wurde allmahlich dunkelbraun und das 
ungeléste Lignin quoll zu einer sehr voluminésen Masse auf. Sie wurde 
abzentrifugiert und so lange mit Wasser gewaschen, bis das Waschwasser 
keine SO,-Reaktion mehr zeigte. In Lésung waren 53,1°% Lignin gegangen. 
Das Ungeléste gab bei der Analyse folgendes Ergebnis: CH,O = 12,74°); 
S = 4,96%; 502%; Asche = 8,93%, mit H,SO, abgeraucht = 10,04° 


Versuchsreihe II. 
Lignin 2. 
Zu diesen Versuchen wurde eine Kochfliissigkeit, entsprechend der 


Zusammensetzung: 4,35 g SO, und 1,0g Na,O in 100cem benutzt. Im 
iibrigen sind die Versuche in der folgenden Tabelle wiedergegeben. 





in der 
SO, 
Osung 


jsung 


Beschickung 
der 
Robre 
(Lignin 2) 


Versuch 
in Std 
SO, 
in g/100 com 
Lésung 
in g Cu/100 g 
Lignin 
2/100 com 
2 100 com 


in 


Zeit der Er 
| hitzung bei 135° 
Ungeléster 
Riickstand in 
lo des Aus 
gangsmaterials 
S-Gehalt des 
Riickstandes 
in %» 

SO, 

in g/100 com 
Lose gebundene 
Reduktion der 
S in der Lésung 


| # 


I 2¢ Lignin 10 .| 71,5 p 3,75 | 356 | 0,09 | 32,9 0.66 
und 150 ccm 
Kochsaure 


I 2g Lignin 7* | 735 | — | 066 015 | — | 387/ 044 


und 150 ecm 
Kochsaure u. | 
8g Glucose 


TW 2g Lignin 7? 70,5 452 O47 0.16 — 3.48 | 0.45 
und 150 ecm 
Kochsaure u. 
7,5 g Glucose 

IV 2g Lignin 10 71,9 — 3.05 0.09 391** 0,63 
und 150 cem 
Kochsaure u. 
3g Baumwolle 
* Es erwies sich als notwendig, die Versuche I] und III bereits nach 7 Stunden abzubrec!en 


weil nach dieser Zeit die Kochsaure anfing, sich stark zu zersetzen. 
** Es wurde fiir die Zuckermenge, die sich aus Baumwolle unter denselben Bedingunyer 


bildete, 0,064 g in 100 ccm, korrigiert. 
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Hier ist zu beachten, daB nach Abzug der Schwefelséiure, die von 
vornherein in der Kochséure war, das Verhaltnis § : 2 H,SO, in Il = 0,164, 
in ITT = 0,161 ist. Nach der Theorie ist es: 0,164. Der Zucker beeinfluBt 
ilso katalytisch die Reaktion: 


3H,SO, —» 2H,SO, + S + H,0. 


Die Kochfliissigkeit von der Kochung IIT wurde, nachdem die Schwefel- 
siure mit Bariumchlorid ausgefallt und das Filtrat neutralisiert worden 
war, mit £-Naphthylaminchlorhydrat versetzt. Der Niederschlag wurde 
nach vorgenommener Waschung und Trocknung analysiert: CH,O = 9,2°;,. 
S = 7,67°%; 100 (S: Lignin) = 12,5. 


Versuchsrethe II. 


Fiir die Versuche wurde das Lignin 2 benutzt. Die Héchsttemperatur 
war auch diesmal 135°. Die Zusammensetzung der Kochséure entsprach 
der Analyse: 5,1 g SO, und | g Na,O in 100 cem. Zu jedem Versuch wurden 
7,5¢ Lignin und 150cem Kochfliissigkeit benutzt. Die Ergebnisse sind in 
der folgenden Tabelle zusammengestellt. 





, Zeit der Ungeldster s.Gehalt | , Lose gebundene SO, | Reduktion 
Vers Erbiteung Riickstand ges Riicke SQ, in der) “O** 8D" 2 | der Lésung 


such : 6 in "lo d liomg —— 
bei 135 p A ng standes eee ¢ 100 g gCu 
Nr. Std. materials %/, gil0ccm © gnin | 100 g Lignin 
I 11 70,7 3.19 3,34 0,21 14,3 34,7 
II 16 59,0 3,60 2,38 0,32 15.6 39,7 


Aus der Lésung von dem Versuch II wurde die Schwefelséiure in der 
geschilderten Weise abgeschieden, worauf die Lignosulfonsiure mit 
Naphthylaminchlorid gefallt wurde. Nach Auswaschung und Trocknung 
zeigte das Praparat folgende Zusammensetzung: CH,O = 9,83%, 
8 = 7,54%, 100(S: Lignin) = 11,5. 


Versuchsrethe IV. 


Benutzt wurde das Lignin 3a. Das Anheizen bis zur Héchsttemperatur 
von 135° dauerte 14 Stunden. Bei 135° blieb die Temperatur 6 Stunden. 
Zu 5g Lignin wurien 150cem Kochfliissigkeit, enthaltend 4,95g¢ SO, 
und 1g Na,O, in 100cem zugegeben. Nach 8 Stunden war das Lignin 
stark aufgequollen und nach 12 Stunden konnte es von der Fliissigkeit im 
Rohre nicht mehr unterschieden werden. Nach 15 Stunden fing die Lésung 
an klar zu werden und das, was nicht gelést wurde, schied sich in Flocken 
ab. Nachher wurde weitere 5 Stunden erhitzt, ohne da®B weitere Mengen 
gelést wurden. Der Riickstand war von schleimiger Beschaffenheit und 
schwer zu filtrieren. Die Menge betrug weniger als 0,1 g und war offenbar 
nicht Lignin, sondern cellulosehaltige Produkte, die nicht hydrolysiert 
worden waren. Die Analyse der Lésung gab fiir SO,: 3,46 g in 100 ccm 
und fiir lose gehb. SO,: 5,5 g auf 100g Lignin, also relativ wenig. 
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Versuchsreihe V. 


Die Kochséure hatte eine Zusammensetzung entsprechend 5,1 g SO, 
und 1,0g Na,O in 100cem. Zu jedem Versuch: 150 cem Kochsaure. 





Zeit der UngelésterRucks SO, ia der Lose gebundene SO, 


Versuch Ausgangs- Erhitzung stand in °/,) des Loeung 


material bei 135° Ausgangs- 1100 g 

Nr. Std. entice 2/100 com 8/100 com ignin 
I 5g Lignin 3b 14 8,2 3,64 0,23 75 
U 7,5g Lignin 2 14 79.6 1,87 0.25 25* 


* Dieser Wert ist unsicher, weil Polythionséuren anwesend waren. 


Der Riickstand aus Versuch I enthielt 4,63% S und 11,76% CH,O. 
50cem der Lésungen I und II, die je etwa 1,5 bzw. 0,5¢ Lignin gelést 
enthalten sollten, wurden mit 8-Naphthylaminchlorhydrat gefallt, nachdem 
die Schwefelsiure abgeschieden worden war. Aus der Lésung I wurden 
1,240 g und aus Lésung II 0,184 g Fallung erhalten. Die Naphthylamin- 
fallungen wurden nach der Ausfallung getrocknet, pulverisiert und griindlich 
gewaschen, zum Schlu8 iiber Phosphorpentoxyd getrocknet und analysiert. 





Niederschlag CH,O S 100 (S : Lignin) Asche 
aus O/4 OF etwa % 
I 9.6 5,65 8.5 1.69 
ll 8,7 6,9—7,0 12,0 1,83 
normaler 
Ablauge 9.6 5,1 8,0 _ 


Versuchsreihe VI. 


Lignin 4. 


Versuch I. Zu 5g Lignin wurden 150cem Kochsaéure, enthaltend 
5,5¢ SO, und 1,0g Na,O in 100 ccm, zugegeben. Das Anheizen bis zur 
Héchsttemperatur von 125° dauerte 6 Stunden. Die Temperatur von 125° 
wurde dann 2 Stunden lang beibehalten. 1,685 ¢g (33,7°,) Lignin waren 
in Lésung gegangen. Das Reduktionsvermégen der Lésung betrug 31,6 g Cu 
auf 100g Lignin. Ungeldst blieben 3,7257 g Substanz, enthaltend 3,70° 
Schwefel, oder umgerechnet 3,315 g¢ schwefel- und, aschefreies Lignin. 

‘ Der getrocknete, ungeléste Riickstand wurde‘ 11% Stunden lang in 
1% iger Salzsdure gekocht. Von .2,495g gingen dabei 0,677 g in Lésung. 
Das zuriickbleibende Material enthielt 2,83°, S. Das Hydrolysat gab mit 
B-Naphthylaminchlorhydrat 0,482 g¢ Fallung. 

Versuch II. Zu 9g Lignin wurden 150 ccm Kochsaéure, enthaltend 
5,6g SO, und 1,0g Na,O in 100ccm, zugegeben. Das Anheizen bis zur 
Héchsttemperatur von 120° dauerte 5 Stunden. Dann wurde die Tem- 
peratur von 120° 3 Stunden lang beibehalten. Nach dem Auswaschen mit 
destilliertem Wasser (Raumtemperatur) wurden 112,3g einer Paste er- 
halten, die 6,89° Trockensubstanz enthielt. Es waren also 7,74 g ungelést 
geblieben. Dieses Ungeléste enthielt 6,26°, Asche (als Sulfat 6,82°,) und 
3,81°% Schwefel. Umgerechnet, bestand also der Riickstand noch aus 
6,80 g Lignin. In Lésung waren 2,20g gegangen, entsprechend 24,5°, 
Lignin. Das Reduktionsvermégen entsprach 41,7 g Cu/100¢ Lignin. 
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Sowohl die Lésung als auch die ungeléste Substanz zeigten im Queck- 
<Uberquarzlampenlicht eine stark leuchtende violette Fluoreszenz, die 
nach Natronlaugebehandlung in Griingelb tiberging. 

1,061 g der ungelésten Substanz wurden 4 Stunden in 100 cem 1 %iger 
Salzsiure gekocht. Das Hydrolysat farbte sich dabei dunkelbraun. Der 
Riickstand war sehr schleimig und dunkel, bei 100° getrocknet, wurde er 
vollkommen schwarz. Das Hydrolysat zeigte keine leuchtende Fluoreszenz 
mehr, sondern nur eine braunviolette Farbe. Ungelést waren geblieben 
0,117 g oder 11%. Der Methoxylgehalt betrug 9,7°%. 

Ferner wurden noch 1,004 g¢ der ungelésten Substanz 4 Stunden lang 
in 100cem Wasser gekocht. Die Fliissigkeit farbte sich hierbei schwach 
braun. Das Material selbst nahm deutlich eine voluminése Konsistenz an. 
Die Fluoreszenz war noch unverandert leuchtend. Ungelést waren 0,712 ¢ 
geblieben oder 71°. 


Versuchsreihe VII. 


Die Herstellung von aussalzbarer Lignosulfonséure geschah folgender- 
maBen. Die Ablauge (von der Fabrik Lielahti, Finnland) wurde eingedampft 
und auf dem Wasserbad mit Kreide neutralisiert. Dann wurde die Lésung 
mit Kochsalz gesattigt, worauf etwas iibersittigte heiBe Kochsalzlésung 
zugefiigt wurde, da unmittelbar die Abscheidung eintrat. Der Niederschlag 
wurde nach Abzentrifugieren mit gesattigter Salzlésung gewaschen, wieder 
aufgefést und nochmals mit Salz gefallt, abzentrifugiert und gewaschen. 
Wir untersuchten nebenbei das Verhalten der gefallten Lignosulfonséure 
bei der Tollensdestillation. Wurde zu dem Kondensat Barbiturséure zu- 
gesetzt, trat keine Fallung ein. Die Lésung nahm nur eine schwach gelbe 
Farbe an. 

Die Lignosulfonséure aus | Liter Ablauge wurde in einer Bisulfitlésung, 
entsprechend der Zusammensetzung: SO, 6,0 g und Na,O 1g in 100 cem, 
gelést. Vier Réhren mit je 150 ccm Lésung wurden auf 135° erhitzt und 
verschiedene Zeiten bei dieser Temperatur gehalten. In den Lésungen 
wurde nachher die mit 8-Naphthylamin fallbare Lignosulfonsdéure, nachdem 
anwesende Schwefelséure abgeschieden worden war, ausgefallt. Nach 
dem Zusatz der Naphthylaminlésung lieBen wir 24 Stunden stehen, worauf 
die Niederschlige abzentrifugiert oder durch Jenaglasfilter abfiltriert 
wurden. In den Filtraten entstanden allmahlich Fiallungen, die nach 
48 Stunden abfiltriert und bestimmt wurden. 





Zeit der Erhitzung Gewicht der Naphthylaminverbindung 





Std. g | im Durchschnitt 
0 1,617, 1,576 1,69 
2 1,705, 1,815 1,76 
4 1,754, 1,744 1,75 
6 1,845, 1,786 1,81 
y 1,781, 1,758 1,77 


Die CH,O-Bestimmung in der Lésung vor der Erhitzung gab 170 mg 
CH,O in 50 ccm, entsprechend 1,13 g Lignin, wenn man mit 15% CH,O 
im Lignin rechnet. Dies entspricht nach der Formel von Klason: 


C,,H,,0,80,H + C,,H,NH, — H,0, 


29* 
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etwa 1,8 g Naphthylaminverbindung, weshalb die Ausfallung mit Naphthy)- 
amin im vorliegenden Falle quantitativ ist. 
Die Bestimmung der lose gebundenen schwefligen Séure ergab: 





Lose gebundene SO, 





Erbitzungszeit ae = 
Std. g in 100 com Lésung 2/100 g Lignin 
0 0 0 
2 0,07 3,1 
4 0,101 4.5 
6 0,106 4.7 


Also enthalt Lignosulfonséiure, die durch Aussalzen erhalten wird, 
nur geringe Mengen lose gebundene schweflige Saéure. Es ist nicht un- 
wahrscheinlich, daB die erhaltenen Mengen lose gebundener SO,, die bei 
der Erhitzung entstehen, auf eine geringe Menge nicht aussalzbare Ligno 
sulfonsdure, die sich wahrend der Erhitzung eventuell gebildet hat, zuriick 
gefiihrt werden kann. 

Auch die nach dem Aussalzen erhaltene Mutterlauge wurde in einer 
Sulfitlésung, entsprechend der Analyse 5,8 g SO, und 1,0 g Na,O in 100 ccm, 
erhitzt. Die Erhitzung konnte in vorliegendem Falle nicht so lange fort- 
gesetzt werden, weil das Sulfit in Anwesenheit von Zucker bald sich unter 
Dunkelfirbung der Lésung zu zersetzen anfing. 





Z : Gewicht der io. Lose gebundene SO, 

Erhitzungszeit oe echt Citar pecs: (eh & siecle 
Std. g g/100 ccm 2/100 ccm 2/100 g Lignin * 

0 2.3638 5.8 0.88 29 

2 2.3956 3,0 0.57 19 

3,5 2.3321 2,1 051 17 

5 2.2130 2.0 0,42 14 

6,5 2.2856 1,6 0,38 13 


* Die Ligninmenge wurde auf 3,0 g geschatzt. 


Diese Lésung enthielt allen Zucker der Sulfitablauge. Im folgenden 
Versuche wurden die Zuckerarten vor der Erhitzung durch Garung gréBten- 
teils entfernt. Nach der Garung wurde der Alkohol abdestilliert und die 
Lésung, nachdem die aussalzbare Lignosulfonséure ausgefallt worden war, 
auf ein Volumen von 750 cem gebracht. Auch diesmal gingen wir von 
1 Liter Ablauge aus. Nach diesen Vorbereitungen enthielt die Ablauge 
0,048 g lose gebundene SO, in 100cem. Natriumbisulfit und SO, wurden 
zugefiigt. (Na,O = 1g in 100cecm.) 





Zeit —— ont Lose gebundene SO, 
Std. | 2/100 com 2/100 ecm 
Unmittelbar 
analysiert 6,2 0,37 
1 6,1 0,48 
24 5,85 0,55 
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Vier Rohre mit je 150 cem Lésung wurden auf 135° erhitzt. Die Ergeb- 
jisse der Versuche sind in der nachstehenden Tabelle angefiilrt. 





Gewicht der 


eo , " SO, Lose gebundenes SO, 
Erhitzungszeit uate te an direkt titriert rg oe 

Std. g 2/100 ccm 2/100 com 2/100 g Lignin 

0 2.3247 5.85 0,55 18 

2 2.2486 4.21 0,58 19 

+ 2.2055 2.6 0.47 16 

6 2.1109 2.0 0,30 10 

8 2.0558 — - 


Also bindet Lignosulfonséure, die nicht durch Aussalzen gewonnen 
werden kann, in betrachtlichen Mengen SO, lose. Da®B der Gehalt an 
solehem SO, sinkt, beruht auf der steigenden Aziditaét und dem Sinken 
der in Lésung befindlichen schwefligen Saéure, mit welcher die lose ge- 
bundene ein Gleichgewicht steht. 

Die Naphthylaminverbindungen wurden auf ihren Schwefelgehalt 
gepriift. O Stunden 5,43% 8, 8 Stunden 7,71° 8. 


Zusammenfassung. 


1. Mit hochkonzentrierter Salzsiiure aus Fichtenholz isoliertes 
Lignin wurde mit Bisulfitlésungen etwa nach den Bedingungen des 
Sulfitkochprozesses in der Hitze behandelt. Es stellte sich dabei heraus, 
daB8 die Léslichkeit um so gréBer war, je schonender das Lignin bei 
der Isolierung behandelt worden war. Es war méglich, Lignine zu er- 
halten, die sich ebenso leicht lésten wie das Lignin im Holze. Cellulose 
und Zucker wirkten auf die Reaktionsgeschwindigkeit nicht ein. 

2. Bei der Sulfonierung entstehen zunichst unlésliche, ligno- 
sulfonsaure Salze, die von verdiinnten Sauren in lésliche Lignosulfon- 
siuren itibergefiihrt werden. Die Auflisegeschwindigkeit steht mit 
der Wasserstoffionenkonzentration der Kochfliissigkeit in direktem 
Zusammenhang. Die gelésten Lignosulfonsiuren verhalten sich wie 
die Lignosulfonsiuren der Sulfitablauge. Wenn die Sulfonierung 
und Auslésung rasch vor sich gehen, entstehen Sulfonsiuren, deren 
Naphthylaminverbindungen etwa denselben Schwefelgehalt wie die 
analogen Verbindungen der Sulfonsiuren der Sulfitablauge haben. 
Geht der AufschluB langsam, was bei lange mit Salzsiure behandeltem 
Lignin der Fall ist, so steigt der Schwefelgehalt der mit Naphthylamin 
fallbaren Ligninverbindungen. Die in Lésung gehenden Lignosulfon- 
siuren binden auerdem schweflige Saure lose bis zu etwa 15°.,. 

3. Inder Sulfitablauge wird SO, wahrscheinlich nur von dem nicht 
aussalzbaren Teil der Lignosulfonsiuren lose gebunden. Dieser Teil 
hat auch eine relativ hohe Kupferzahl. Die aussalzbare Lignosulfonsiure 
hat dagegen nur eine Kupferzahl von 2 bis 3. 
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4. In Ubereinstimmung mit unseren friiheren Feststellunge 
fanden wir, daB die feste Lignosulfonsiure, sowie die in Lésung gehend: 
bei der Beleuchtung mit der Analysenquarzlampe starke Fluoreszen: 
von leuchtend violetter Farbe hervorrufen. Voraussetzung ist dabe: 
daB das Lignin schonend dargestellt wird. Gewisse Gruppen de» 
Lignosulfonsiuremolekiils, welche die leuchtende Fluoreszenz bedingen 
sind gegen Sauren auBerst empfindlich. 


5. Auf Grund der gewonnenen Ergebnisse der Sulfonierung des 
isolierten Lignins wurde die Frage betreffend des Vorkommens des 
Lignins im Holze und der chemische Mechanismus der Ligninheraus 
lésung aus dem Holze mit sauren Sulfiten diskutiert. 











Untersuchungen iiber fermentative Eiweibspaltung. LII'. 


Von 


P. Rona und E, Mislowitzer. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Oktober 1928.) 


In dieser Mitteilung werden Untersuchungen an Serumalbumin 
mitgeteilt, wahrend die bisherigen Versuche ausschlieBlich an Casein 
angestellt worden waren. Das Serumalbumin wird durch Trypsin nicht 
gespalten: es wird kein Nicht-Eiwei’-Stickstoff gebildet und es werden 
auch keine CONH-Bindungen gelést. Aber auch innerhalb der kollo- 
idalen Dimension finden am Serumalbumin durch Trypsin keine nach- 
weisbaren Verkleinerungen statt, wie der folgende Versuch zeigt: 

Eine Albuminlésung wurde mit einer Trypsinmenge, deren Wirk- 
samkeit auf Casein feststand, versetzt und eine Stunde bei 37° und 
einem px von 8,0 belassen. Dann wurde das Ferment durch Aufkochen 
bei pa 4.5 abgetétet und die Albuminlésung zur Dialyse angesetzt. 


Tabelle I. 





me . Wiedergefunden in 
Eingefiillt in mg N mg N nach 24 Std 


Versuch 62. . | 42.00 = 


Eine Adsorption, die itiber die Fehlergrenze hinausgeht, hat nicht 
stattgefunden. Wir nehmen somit an, daB die Albuminteilchen nicht 
zerkleinert wurden. 

Die folgenden Versuche wurden mit Pepsin angestellt. Zunachst 
ergab sich, daB eine Albuminlésung, die mit aufgekochtem Pepsin 
versetzt wird, keine oder nur unwesentliche Adsorptionsverluste erleidet 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 
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Tabelle II. 
Dialyse 
ve Spetagignsd Eingetilite | Wiedergefundene  —-Verlust 
Nr lo N-Menge in mg NeMenge in mg ’ 
= » 7 89,91 1,9 
F c 2 , ’ 
65 0.6 YO 2Z 88.77 21 
. 68,58 3,7 
7. ( 
66 0.0 71,19 70:88 04 
= asa 63,34 2,1 
. 9 ba : 
6/ us 64,6 66.84 
. . 55.49 
8 0¢ 52,29 ~ = 
6 a mand 49.94 45 


Die Tabelle zeigt, daB die eingefiillten N-Mengen auch nach eine: 


24 stiindigen Dialyse wiedergefunden werden. 


Unter der Pepsinwirkung hingegen kommt es zu einer Zerkleinerung 
der Albuminmolekiile, die durch die Adsorption an die Kollodium 
membran kenntlich wird. 


Tabelle 111. 





Versuch 
Nr. 


65 


66 


67 


68 


66 


68 


Spaltungsgrad 


0 0 


i) 
~I 


17,0 


17,0 


20.0 


37,9 


41,7 


43.6 


Dialyse 





” Bingefillte 
N-«Menge in mg 


91.49 
73,22 
67,22 
52,92 
53.97 
63,14 
t 

90.16 
63,14 
88.83 
51,24 
73,22 
64,05 
71,19 


59.19 


Wiedergefundene 


N-Menge in mg 
83,37 
78,01 
66,99 
64,39 
63.59 
60.17 
47,22 
47.91 
46.45 
45,72 
54,23 
54.23 
71.84 
7177 
44.53 
49,20 
66.74 
61.40 
40,28 
36,23 
59.38 
55.97 
46.91 
49,29 
61,53 
53,40 


37,51 
40.16 


Verlust 
0 


26,5 
29,0 
13,6 
25,0 
95.3 
20.0 
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Die Adsorptionsdaten der Tabelle IIT liegen in einer GréBenordnung 
mit denen der peptischen Caseinspaltung. Die Zerkleinerung der 
Albuminmolekiile durch Pepsin ist demnach viel geringer als die Zer- 
\leinerung der Caseinaggregate durch Trypsin. 


Die weiteren Untersuchungen beziehen sich auf die durch Amino- 
N.Bestimmungen nachweisbaren CONH-Lésungen im Verlauf der 
fermentativen Spaltung. Die Tabelle IV zeigt die Zunahme von Rest-N 
R.-N) und Amino-N (A.-N) in Prozentzahlen des Gesamt-N (G.-N) 





Tabelle IV. 
Versuch 65. 
Sofort Nach 15 Min. Nach 30 Min. Nach 45 Min. 
2 eye re rar 0.6 2.7 10,5 17,0 
oe eer 5,6 5.7 6,1 7,0 


Versuch 66. 





Softort Nach 30 Min Nach 20 Std. Nach 24 Std. 
Ae alah a as 0 3.9 20.0 41,7 
OS ae a ee 53 6,0 7.9 12.4 


Versuch 67. 








Sofort Nach 3) Min. Nach 45 Min. Nach 2 Std Nach 24 Std. 
ale 0,2 4.9 9.0 15,5 37,9 
NH,-N . 4.9 6.6 7,1 8.6 13.3 
Versuch 68b. 
Sofort Nach 30 Min. Nach 45 Min. Nach 1'/, Std. Nach 24 Std. 
SS = 0,6 4.2 7,3 17,0 43.6 
NH,-N . 5.4 6.3 7,3 7,9 12,8 


Eine Gegeniiberstellung des Gesamtzuwachses der Aminozahlen 
und des Zuwachses im eiweibfreien Filtrat der einzelnen Spaltungs- 
fliissigkeiten gibt Tabelle V. Es zeigt sich hier wieder, daB diese 
Zahlen fast gleich sind, daB also die zum R.-N gehérenden Amino- 
werte mit denen weitgehend iibereinstimmen, die im Verlauf der 
Spaltung in der Albuminlésung neu auftreten. 


Tabelle V*. 


Versuch 66. 





Sofort Nach 30 Min. Nach 2Std. Nach 24 Std. 


Vor der Enteiweibung .. . 0,0 0,026 0,080 0,202 
Nach der Enteiweibung. . . 0,0 0,014 0,071 0,211 


* Die Zahlen sind N in Milligramm pro Kubikzentimeter. 
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Versuch 67. 





Sofort Nach 30Min. Nach 45Min. Nach 2Std. Nach 24Sed 


Vor der Enteiweibung 0,0 0,028 0,031 0,070 193 
Nach d. Enteiweibung 0,0 0,017 0,020 0,976 N.185 


Versuch 68. 





Sofort Nach 30 Min. Nach 45 Min. Nach1!)Std. Nach 24 Std 


Vor der Enteiweibung 0 0,019 0,044 0,948 0,144 
Nach d. Enteiweibung 0 0,0166 0,0305 0,0647 0,149 


Diese Ubereinstimmung fiihrt zu der Vorstellung, daB die im 
R.-N nachzuweisenden Aminogruppen die durch die Spaltung new 
entstandenen selbst sind. Die zum R.-N gehérenden niedrigen Spalt 
produkte kénnen dann keine der urspriinglich am EiweiSmolekiil vor- 
handenen NH,-Gruppen besitzen. Bei der Abspaltung eines solchen 
Spaltproduktes wiirde also der zuriickbleibende kolloidale (Molekiil-) Rest 
nicht armer an Aminogruppen werden. Andererseits miissen dann clic 
bei der Abspaltung neu entstandenen Carboxylgruppen an dem kollo- 
idalen Molekiilrest bleiben, und die Menge der urspriinglichen Carboxy| 
gruppen mu an ihm ansteigen. 


Die Untersuchung der kolloidalen Molekiilreste hat eine Bestatigung 
dieser Uberlegung gebracht. Die Trennung der nicht kolloidalen Be. 
standteile von dem hochkolloidalen Restkérper geschah durch vier. 
tiigige Dialyse gegen strémendes Leitungswasser und destilliertes 
Wasser. In der Hiilse verblieb der hoch kolloidale Restkérper, der 
auf seinen Gehalt an Aminogruppen und Carboxylgruppen analysiert 
wurde. Durch die lange Dialyse wurden nicht nur die zum R.-N ge- 
hérenden Substanzen ausgewaschen, sondern auch solche, die bei der 
EnteiweiBung mit kolloidalem Eisen noch niedergeschlagen werden 
Diese Substanzen haben wegen ihres Verhaltens gegeniiber dem 
kolloidalen Eisen als kolloidal zu gelten, wegen ihres Verhaltens gegen 
iiber der Kollodiummembran als dialysabel. Es handelt sich somit 
um solche Substanzen, die zwar noch zur kolloidalen Dimension ge 
héren, aber so klein sind, daB sie bei langerer Dialyse durch die Hiilse 
dialysieren. Im Verlauf der Spaltung nehmen nun gerade diese niedrig 
kolloidalen Substanzen erheblich zu, und daher kommt es, daB der in 
der Hiilse verbleibende kolloidale Restkérper bei der Spaltung vic! 
stirker abnimmt als aus den durch den R.-N ausgedriickten Spaltung- 
graden hervorgeht. So bleiben z. B. von urspriinglich 200 mg \ 
Hiilseninhalt bei einer etwa 20°,igen Spaltung nur ungefaihr 40 mg \ 
nach viertigiger Dialyse in der Hiilse, wahrend nach dem Ausfall 
der EnteiweiBung mit kolloidalem Eisen mit 160mg N zu rechnen 
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ware. Diese Differenz von 120 mg bildet also die Zone der niedriger- 
kolloidalen Dimension. Mit Hilfe derartiger Vergleiche laBt sich die 
auf Grund der Adsorption in unseren friiheren Untersuchungen stets 
angenommene Teilchenverkleinerung gut feststellen. Die Dialysen- 
versuche bestatigen die durch die Adsorptionsversuche gewonnenen 
Vorstellungen tiber die Teilchenverkleinerung waihrend der fermentativen 
Spaltung. 


Analysiert man den hochkolloidalen Restkérper einer gespaltenen 
Albuminlésung auf Aminogruppen und setzt die Aminowerte zu den 
G.-N-Werten in Beziehung, so findet man, daB sich dieser kolloidale 
Xestkérper kaum anders verhalt als die urspriingliche Albuminlésung. 


Dies ist aus Tabelle VI zu erkennen. 











Tabelle V1. 
— Ungespaltene Albuminideung Restkérper 

“0 | Auf 59,26 mg G.-N Auf 50,26 mg G.-N 
, | 81 ., A.-N 86 . A.-N 
71 \) Auf 33,02 mg G.-N Auf 33,02 mg G.-N 
: \} i. Aa 20 ., A-N 
76 | Auf 58.8 mg G.-N Auf 58,8 mg G.-N 

| 82. A..-N at, A 


Ubertragt man die an dem hoch kolloidalen Restkérper gefundenen 
Aminowerte auf die gesamte kolloidale Fraktion, soweit sie aus der 
EnteiweiBung mit kolloidalem Eisen hervorgeht, so stellt sich heraus, 
da8 die Aminozahlen der kolloidalen Fraktion sich im Verlauf der 
Spaltung nicht oder nur ganz unwesentlich andern. 


Beispiel fiir die Berechnung: 





RueN GaN Koll N 

9 mg my 
Anfangswert der Albuminlésung . . 0 200 200 
CD ce. aoe ee ed aw. 10 200 180 
2. . oh ae ew ee we 20 200 160 


Die Werte fiir den kolloidalen N, auf den umgerechnet wird, lauten 
also bei den einzelnen Abnahmen 200 mg, 180 mg und 160mg. Die 
nach der Dialyse im Restkérper (in diesem Falle ist der Restkérper 
gleich dem urspriinglichen Albumin) als Anfangswert analysierten 
Aminowerte werden also auf 200 mg Gesamt-N umgerechnet, die durch 
Analyse des Restkérpers der ersten Abnahme gefundenen Aminowerte 











458 P. Rona u. E. Mislowitzer: 


werden auf 180 mg umgerechnet und die nach Analyse des Restkorpers 
der zweiten Abnahme gefundenen Aminowerte werden auf 160 my 
berechnet. Dann ergab sich, daB diese drei aus den experimentellen 
Daten errechneten Werte untereinander gleich oder sehr ahnlich waren 
Hieraus kann entnommen werden, daB die Aminostickstoffmengen der 
kolloidalen Fraktion im Verlauf der Spaltung ungefahr gleich geblielen 
sind. Diese Feststellung bestatigt die Annahme, dab die im Verlaut 
der Spaltung neu entstandenen Aminogruppen unmittelbar in den 
R.-N iibergehen. 

Die Ergebnisse der Berechnung, bezogen auf die kolloidale Gesamt. 
menge, sind in den Tabellen VII bis XI zusammengestellt: 


Tabelle VII. 


Versuch 69. 








Ohne Spaltung 4.3 rR N 12 on RAN 42 one N 
# pe ~— 92.68 ‘ 36, 
mg G.-N in 100cem_ . . 207.5 ~ ~ 82,32 aa 
Po ; : 7,7 on 2.52 
mg A.-N in 100cem . . 10,46 86 4,77 281 
mg A.-N, bezogen auf ge- : 9.16 ‘in 10.91 
samt, durch koll. Fe fallb, N 10,46 10.23 0,78 10.39 





Tabelle VIII. 


Versuch 70. 

















Ohne Spaltung Mit Mit Mit 
1,9 9 RN 6% ReN 83%o ReN 21,2 0%, RN 
oe “ie —" 116.5 87.57 942 
mg G.-N in 1009cem . . 152.5 1151 9331 42.63 
: 4 a A - 
mg Ak in = om =m 9.25 ne a. 3.08 
mg A.-N, bezogen auf ge- 12.42 10,09 13,1 12.07 
samt. durch koll. Fe fallb. N mre 10,2 12.8 ned 
Tabelle 1X. 
Versuch 71. 
Ohne Spaltung Mit Mit Mit 
26 %o Spaltung 121% RsN 17,7 % ReN 31,29 RN 
. we: | 122,29 72.17 69,79 46.13 
mg G.-N in 100 cem 98.35 74.62 63.07 5152 
7: am j 6,24 3,69 3,97 2.83 
— is & 100 7 4.83 3.41 3.69 3.11 
mg A.-N, bezogen auf ge- 8.25 445 8.75 42 


samt. durch koll. Fe fallb. N 7.93 6,71 7,99 6.90 
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Tabelle X. 


Versuch 73. 








Ohne Spaltung 13,7 ot RN a oe RAN 30.2 on ReN 
f 2 5 -oO ot 
mg G.-N in 100 cem . 4 an 24,78 = “4 
T 99 LT 
mg A.-N in 100cem - - oa 4 1,93 Hey 
mg A.-N, bezogen auf ge- 8,65 | 6.78 10.71 S17 
samt. durch koll. Fe fallb. N 7.91 8,94 . 12.43 





Tabelle XJ. 


Versuch 76. 








Ohne Spaltung Mit Mit Mit 

1.7% ReN 13.2% ReN 18.2% RN | 27,1 % ReN 
Te = | 206,43 83,51 75,46 37,31 
mg G.-N in 100 cem |: 188,72 98,14 78.47 34,51 
“ ~ 11,42 3.43 3,42 171 
mg A.-N in 100cem - - { 8.28 5.14 371 171 
mg A.-N, bezogen auf ge- 15,19 9.97 10,34 9,38 
samt. durch koll. Fe fallb. N 12,09 ¢ 12,75 10,79 10,16 





Steht nun fest, daB die zum R.-N gehérenden Verbindungen von 
dem Eiwei8molekiil durch Lésen von CONH-Bindungen abgespalten 
sind, und dab die dabei entstandenen Aminogruppen mit in den R.-N 
genommen werden, so miissen die zu gleicher Zeit entstandenen Carb- 
oxylgruppen am kolloidalen Restkérper zuriickbleiben. Eine Analyse 
dieser Restkérper auf Carboxylgruppen (nach W illstdtter- Waldschmidt. 
Leitz) ergibt nun, daB der Gehalt an Carboxylgruppen im Gegensatz 
zu dem der Aminogruppen im Verlauf der Spaltung in der kolloidalen 
Fraktion sehr stark ansteigt. Dies geht aus Tabelle XII hervor. 


Tabelle XII. 





— Ungespaltene Albuminlésung Restkérper 
72 Auf 30mg G.-N Auf 30mg G.-N 
Spaltung 10% 0,107 Millimel COOH 0,168 Millimol COOH 
77 Auf 9mg G.-N Auf 9mg G.-N 
Spaltung 19% 0,034 Millimol COOH ___ 0,14 Millimol COOH 
78 Auf 10mg G.-N Auf 10mg G.-N 
Spaltung 27,8 % 0,038 Millimol COOH 0,15 Millimol COOH 


Die Tabellen XIII bis XV geben weitere Daten zu den Carboxyl- 
versuchen. 
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Tabelle XIII. 


Versuch 72. 





0.90, Millimel COOH * 


Anfangswert (2,5°% R.-N) 090. 
; ne . 1,49, ‘ i‘ 
Abnahme (10,7% R.-N) 143. 


* Bezogen, wie bei den Aminogruppen, auf die gesamte kolloidale Fraktion. 


Tabelle XIV. 





Versuch 77. 
Anfangswert (1,6% R.-N) ee 
+705 o * 
1. Abnahme (9,2% R.-N) 4 ” ” 
») 99 
2. Abnahme (14.3% R.-N) 904. ” » 
3. Abnahme (18,9 % R.-N) yt - - 


* Bezogen auf die gesamte kolloidale Fraktion. 


Tabelle XV. 


Versuch 78. 





1,09, Millimol COOH* 


Anfangswert (1,1% R.-N) 0/92 
Je " » 
1,82, . ° 
1. Abnahme (10,5° R.-N) 2,00, . . 

2 1,48, - .-- 
adie’ 5 2,45, 

2. Abnahme (17.7% R.-N) re ” ” 
- 1,95, - re 

by i 
8. Abnahme (27.8% R.-N) — * , 

* Bezogen auf die gesamte kolloidale Fraktion. 
Zusammenfassung. 


1. Bei der Einwirkung von Trypsin auf eine Albuminlésung findet 


keine Teilchenverkleinerung statt. 


2. Bei der peptischen Spaltung des Albumins konnte eine Teilchen- 
verkleinerung nachgewiesen werden, die ungefahr der peptischen 


Caseinspaltung entspricht. 


3. Die Zunahme der Aminogruppen wahrend der Spaltung hingt 
mit der Abspaltung von zum R.-N gehérenden Spaltprodukten zu- 


sammen. 
4. In der kolloiden Fraktion findet keine oder kaum eine Ver- 
mehrung der Aminogruppen, hingegen eine sehr deutliche der Carboxy!- 


gruppen statt. 
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Experimenteller Teil. 


1. Absorptionsverhiltnisse bei der tryptischen Wirkung auf Albumin. 


Versuch 62. 2,5 g¢ Trockenalbumin (aus Serum mit dem Straub-Gaede- 
shen Apparat hergestellt) in 125 cem H,O gelést, Reaktion gegen Lackmus 
schwach alkalisch, mit 1,2 ccm Trypsin versetzt und 1 Stunde im Brut- 
schrank bei 37° gelassen. Danach mit n H,SO, gegen Methylrot schwach 
angesauert, aufgekocht, abgekiihlt, mit konzentrierter NaOH gelést. In 
ler Lésung G.-N und R.-N bestimmt und zweimal 25cem zur Dialyse 
angesetzt, 24 Stunden dialysiert. 

Abnahme. Spalt. = 2,3°, (d. h. R.-N in % d. G.-N).N mg n(ach) 
ier) Diialyse). a) 40,32 mg N, b) 38,94 mg N, eingefiillt je 42,00 mg N; 
Verlust: a) 1,68 mg N, b) 3.06mg N. 


2. Adsorptionsverhiltnisse bei der peptischen Verdauung des Albumins. 


Gleichzeitig wurden die Mengen der NH,-N und der NH,-N im R.-N 
bestimmt. 

Albumin aus Blut (Kahlbaum) in H,O gelést, etwa 5°,ig, dann in 
Kollodiumhiillen gegen flieBendes Wasser dialysiert, 5 Tage, danach die 


dann etwa 2,5°,ige Lésung zum Versuch benutzt. 


450 ccm Serumalbuminlésung mit HCl auf pg 1,64 bis 1,89 gebracht 
ind mit den unten angegebenen Kubikzentimetern einer 1°,igen Pepsin- 
ésung (Pepsin Pharm. brit.) versetzt. Sofort werden 110 cem mit NaOH 
gegen Methylrot (schwach rosa) abgestumpft, aufgekocht, abgekiihlt, 
shwach alkalisch gelést, in der Lésung G.-N, R.-N, A.-N und A.-N von 
eiweiBfreiem Filtrat bestimmt und zweimal 25 ccm zur Dialyse angesetzt. 
24 Stunden dialysiert. Die iibrige Lésung wird im Brutschrank gehalten, 
nach bestimmten Zeiten (z. B. 5, 10, 15 Minuten) Proben zu 110 ccm ab- 
genommen und wie die erste Portion behandelt. 


Versuch 65 (450 ccm Albuminlésung bei py = 1,88 mit 3 cem Ferment 
spalten lassen, nach der IT. Abnahme noch einmal 10 cem Ferment hinzu- 
zegeben.) I. Abnahme sofort (R.-N 0,6°,). N mg n. d. D. 1. 89,01, 2. 88,74; 
eingefiillt je 90,72. Verlust 1. 1,72, 2. 1,95. II. Abnahme nach 15 Minuten 
Spalt. = 2.7%). N mg n. d. D. 1. 83,37, 2. 78,06; eingefiillt je 91,49. 
Verlust 1. 8,12, 2. 13,43. III. Abnahme nach 30 Minuten (Spalt. = 10,5°,). 
Nmgn.d. D. 1. 71,84, 2. 71.77; eingefiillt je 90,16. Verlust 1. 18,32, 2. 18,39. 
IV. Abnahme nach 45 Minuten (Spalt. = 17,0%). N mg n. d. D. 1. 66,74, 
2. 61,40; eingefiillt je 88,83. Verlust 1. 22,09, 2. 27,44. 


Rest in °% des G.-N 1. 0,6, 2. 2,7, 3. 10,5, 4. 17,0. A.-N in °% des G.-N 
|. 5,6, 2. 5,7, 3. 6,1, 4. 7,0. Zuwachs des A.-N Tabelle V. 


Versuch 66 (450 ccm Albuminlésung bei py = 1,78 mit 10 cem Pepsin 
spalten lassen, nach der I]. Abnahme noch einma] 10 ccm Ferment hinzu- 
zegeben. I. Abnahme mit abgetéteten Ferment [R.-N (0°%)]. N mg n.d. D. 
|, 68,58, 2. 70.88; eingefiillt je 71,19. Verlust 1. 2,61, 2. 0,31. IJ. Abnahme 
nach 30 Minuten (R.-N 3,9°,). N mg n.d. D. 1. 66,99, 2. 64,39; eingefiillt 
je 73,22. Verlust 1. 6,23, 2. 8,83. JI. Abnahme nach 2 Stunden (R.-N 20,0°,). 
Nmg n.d. D. 1. 59,38, 2. 55,97; eingefiillt je 73,22. Verlust 1. 13,84, 2. 17,25. 











462 P. Rona u. E. Mislowitzer: 


IV. Abnahme nach 24 Stunden (R.-N 41.7%). N mg n. d. D. 1. 61,53, 
2. 53,40; eingefiillt je 71,19. Verlust 1. 9,66, 2. 17,79. 
R.-N in % des G.-N: 1. 0,0, 2. 3,9, 3. 20,0, 4. 41,7. 
A.-N in % des G.-N: 1. 5,3, 2, 6,0, 3. 7,9, 4. 12,4. 
Zuwachs des A.-N Tabelle V. 


Versuch 67 (550 ccm Albuminlésung bei pg = 1,89 mit 10 cem Pepsin 
spalten lassen, nach der I. Abnahme noch einmal 10cem Ferment hinzu 
gegeben. I. Abnahme mit abgetétetem Ferment (R.-N 0,2°,). N mg n.d. D 
1. 63,34, 2. 66,84; eingefiillt je 64,85. Verlust 1. 1,34, 2. —. IZ. Abnahny 
nach 30 Minuten (R.-N 4,0°). N mg n.d. D. 1. 63,50, 2. 60,17; eingefiill: 
je 67,22. Verlust 1. 3,72, 2.7,05. III. Abnahme nach 45 Minuten (R.-N 9,0°,) 
N mg n.d. D. 1. 54,23, 2. 54,23; eingefiillt je 63,14. Verlust 1. 8,91, 2. 8.9]. 
IV. Abnahme nach 2 Stunden (R.-N 15,5°). N mgn.d. D. 1. 44,53, 2. 49,20. 
eingefiillt je 63,14. Verlust 1. 18,61, 2. 13,94. V. Abnahme nach 24 Stunde 
(R.-N 379%). Nmgn.d. D. 1. 46,91 2. 49,29; eingefiillt je 64,05. Verlust 
1. 17,14, 2. 14,76. 

R.-N in % des G.-N: 1. 0,2, 2. 4,0, 3. 9,0, 4. 15,5, 5. 37,9 

A.-N in % des G.-N: 1. 4,9, 2. 6,6, 3. 7,1, 4. 8,6, 5. 13,3 


Zuwachs des A.-N Tabelle V. 


Versuch 68 (550 ccm Albuminlésung bei py = 1,74 mit 8cem Pepsin 
spalten lassen, nach der II. Abnahme noch einmal 5 ccm Ferment hinzu 
gegeben, nach der III. Abnahme noch 12 cem Pepsin zugesetzt. I. Abnahm 
mit abgetitetem Ferment (R.-N 0,6%). N mg n. d. D. 1. 55,40, 2. 49.94; 
eingefiillt je 52,29. Verlust 1. 0, 2. 2,35. II. Abnahme nach 30 Minute 
(R.-N 4,2%). N mg n.d. D. 1. 47,32, 2. 47,01; eingefiillt je 52,92. Verlusi 
1. 5,70, 2. 5,91. III. Abnahme nach 45 Minuten (R.-N 7,3°,). N mg n.d. D 
1. 46,45, 2. 45,72; eingefiillt je 53,97. Verlust 1. 7,52, 2. 8,25. IV. Abnahm 
nach 114 Stunden (R.-N 17%). N mg n.d. D. 1. 40,28, 2. 36,23; eingefiillt 
je 51,24. Verlust 1. 10,96, 2. 15,01. V. Abnahme nach 24 Stunden (R.-N 
43,6°,). Nmgn.d. D. 1. 37,51, 2. 40,16; eingefiillt je 50,19. Verlust 1. 12.6, 
2. 10,03. 

R.-N in ®% des G.-N: 1. 0,6, 2. 4,2, 3. 7,3, 4. 17,0, 5. 43,6. 

A.-N in % des GI-N: 1. 5,4, 2. 6,3, 3. 7,3, 4. 9, 5. 12,8. 

Zuwachs des A.-N Tabelle V. 


3. Untersuchungen des kolloidalen Restkérpers. 


a) Untersuchungen auf den A.-N-Gehalt. 


300 bis 500 ccm einer etwa 2°,igen Albuminlésung mit HCl auf py 1.4 
bis 1,89 gebracht. Fiir den Anfangswert 80 bis 100 ccm gegen Methylrot 
schwach rosa mit NaOH abgestumpft, aufgekocht und mit abgetéteten 
Pepsin versetzt, abgekiihlt, in der Lésung G.-N und R.-N bestimmt und 
zweimal 25 oder 30ccm in Kollodiumhiillen dialysiert, 3 Tage gegen 
flieBendes Leitungswasser und 1 Tag gegen destilliertes Wasser, danac! 
den Hiilleninhalt mit einigen Tropfen NaOH gelést und in der Lésung 
G.-N und A.-N bestimmt. Die iibrige Lésung mit Pepsin versetzt. i 
Brutschrank spalten lassen und nach verschiedenen Zeiten Abnalimet 
gemacht und diese wie den Anfangswert behandelt. 
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Versuch 69. 300ccm Albuminlésung bei pq 1.87 mit 5cem Pepsin 
im Brutschrank spalten lassen. Nach jeder Abnahme wieder 5 cem Pepsin 
hinzugegeben. Anfangswert (1,5°,, Spalt.). N(ach) d(er) D(ialyse) in 1 cem 
2 1.3468 mg G.-N, 0.07994 mg A.-N, Hiilleninhalt 29,63 mg G.-N, 
1,.758mgA.-N. I. Abnahme nach 30 Minuten (6,3°, Spalt.). N.d.D. in leem 
|. 16268 mg G.-N, 0,077 mg A.-N, 2. 1,6352mg G.-N, 0,086 me A.-N, 
Hilleninhalt 1. 34,162 mg G.-N, 1,617 mg A.-N, 2. 33,52 mg G.-N, 1,763 mg 
A.-N. II. Abnahme nach 45 Minuten (11.2%, Spalt.). N. d. D. in leem 
|. 0.8232 mg G.-N, 0,048 mg A.-N. Hiilleninhalt 15,64 mg G.-N, 0,912 mg 
A.-N. III. Abnahme nach 1% Stunden (24,2°, Spalt.). N. d. D. in 1 cem 
|. 0.3640 mg G.-N, 0,0252 mg A.-N, 2. 0,4246 mg G.-N, 0,02805 mg A.-N. 
Hiilleninhalt 1. 5,188mg G.-N, 0,4284mg A.-N, 2. 6,5813 mg G.-N, 
0.43478 mg A.-N. Die Reststickstoffbestimmungen des Hiilleninhalts 
lagen alle bei 1 bis 2°,. 


Versuch 70. 450ccm Albuminlésung bei pq 1,71 mit 7 cem Pepsin 
im Brutschrank spalten lassen, nach jeder Abnahme wieder 7 cem Pepsin 
hinzugegeben. Anfangswert (1,9°%, R.-N). N. d. D. in leem 1. 1,523 m 
G.-N, 0,0925 mg A.-N, 2. 1,523, 0.0617 mg A.-N. Hiilleninhalt 1. 50,259 mg 
G.-N, 3.0525 mg A.-N, 2. 51,782 mg G.-N, 2,0978 mg A.-N. J. Abnahme 
nach 30 Minuten (6,0°%, Spalt.). N.d.D. in 1 cem 1. 1,165 mg G.-N, 0,6589me¢ 
A.-N, 2. 1,151 mg G.-N, 0,0589 mg A.-N. Hiilleninhalt 1. 39.61 mg G.-N, 
2.0026 mg A.-N, 2. 35,681 mg G.-N, 1,8259mg A.-N. JI. Abnahme nach 
45 Minuten (8.3%). N.d.D. in 1 cem 1. 0.8757 mg G.-N, 0.0589 mg A.-N, 
2. 0.9331 mg G.-N, 0.0617 mg A.-N. Hiilleninhalt 1. 27.585 me G.-N, 
1.855 mg A.-N, 2. 28,93 mg G.-N, 19127 mg A.-N. JIJ. Abnahme nach 
11, Stunden (Spalt. = 21,2°,). N. d. D. in leem 1. 0.4263 mg G.-N, 
6,0308 mg A.-N, 2.0,5068 mg G.-N, 0,025 mg A.-N. Hiilleninhalt 1. 13,2153mg 
G.-N, 0,9548 mg A.-N, 2. 16,47 mg G.-N, 0.8125 mg A.-N. Bei den Rest- 
stickstoffbestimmungen keine nachweisbaren N-Mengen. 


Versuch 71. 400 ccm Albuminlésung bei py = 1,78 mit 14 cem Pepsin 
im Brutschrank spalten lassen, nach jeder Abnahme noch einmal 7 cem 
Ferment hinzugegeben. Anfangswert (2,6°%,). N.d. D. in l ecem 1. 1,223 mg 
G.-N, 0.0624 mg A.-N, 2. 0,9835 mg G.-N, 0,0482 mg A.-N. Hiilleninhalt 
1. 33,02 mg G.-N, 1,6848 mg A.-N, 2. 31,472mg¢ G-N, 1,5424mg A.-N. 
I. Abnahme nach 1 Stunde (Spalt. = 12,1%). N. d. D. in 1 cem 1. 0,7217 mg 
G.-N, 0,03689 mg A.-N, 2. 0.7462 mg G.-N, 0.034 me A.-N. Hiilleninhalt 
1. 18,49mg G.-N, 1,088 mg A.-N, 2. 27,08 mg G.-N, 1,275 mg A.-N. JJ. Ab- 
nahme nach 1% Stunden (Spalt. = 17.7%). N.d.D. in 1 cem 1. 0,6979 mg 
G.-N, 0.03973 mg A.-N, 2. 0,6307 mg G.-N, 0,0369 mg A.-N. Hiilleninhalt 
l. 22,33 mg G.-N, 1,271 mg A.-N, 2. 20,1824mg G.-N, 1,1808 mg A.-N. 
III. Abnahme nach 2% Stunden (Spalt. = 31,2°,). N. d. D. in leem 
1. 0.4613 mg G.-N, 0,0283 mg A.-N, 2. 0,5152 mg G.-N, 0,031] mg A.-N. 
Hiilleninhalt 1. 13,839mg G.-N, 0.849mg A.-N, 2. 16,229mg G.-N, 
0.9797 mg A.-N. 


Versuch 73. 400 cem Albuminlésung bei pq 1,75 mit 14cem Pepsin 
im Brutschrank spalten lassen, nach jeder Abnahme noch einmal 7 ccm 
Ferment hinzugegeben. Anjangswert (2,2%). N.d.D. in 1 cem 1. 1,302 mg 
G.-N, 0.0661 mg A.-N, 2. 1,327 mg G.-N, 0.0606 mg A.-N. Hiilleninhalt 
1. 35,81 mg G.-N, 1,798 mg A.-N, 2. 35,17 mg G.-N, 1,606 mg A.-N. J. Ab- 
nahme nach 1 Stunde (13,7%,). N.d.D. in 1 eem 1. 0,4885 mg G.-N, 0.022 mg 
A.-N, 2. 0,6020 mg G.-N, 0,0358 mg A.-N, Hiilleninhalt 1. 14,167 mg G.-N, 
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0,638 mg A.-N, 2. 17,458 mg G.-N 1,0482me¢ A.-N. JI. Abnahme n 
11, Stunden (21,0°%,). N.d. D. in leem 1. 0,2478mg G.-N 0,0193 mg A.-N, 
2. 0,5103 mg G.-N, 0,01653 mg A.-N.  Hiilleninhalt 1. 6,81 mg G.-\ 
0.5308 mg A.-N, 2. 13,013 mg G.-N, 0.4215 mg A.-N. III. Abnahme wie) 
21% Stunden (30,2%). N.d.D. in 1 cem 1. 0,4151 mg G.-N, 0.0276 mg A.-N 
2. 0.3234 mg G.-N, 0.033 mg A.-N. Hiilleninhalt 1. 9,75 mg G.-N, 0.6486 ry 
A.-N., 2. 8,248 mg G.-N, 0.8415 mg A.-N. 


Versuch 76. 400 cem Albuminlésung bei pq = 1,88 mit 20 ccm Pepsi) 
im Brutschrank spalten lassen, nach jeder Abnahme noch einmal 10 cen 
Ferment hinzugegeben. Anfangswert (Spalt. = 1.7%). N.d. D. in Lee 
1. 2,0643 mg G.-N, 0,1142 mg A.-N, 2. 1.8872 mg G.-N, 0,0828 mg A.-N 
Hiilleninhalt 1. 58,83 mg G.-N, 3,255 mg A.-N, 2. 54,73 mg G.-N, 2.40 my 
A.-N. I. Abnahme nach 1 Stunde (13,2 % Spalt.). N.d.D. in leem 1. 0,835 1 mg 
G.-N, 0,03426 mg A.-N, 2. 0,9814mg G.-N, 0,05137mg A.-N.  Hiillk 
inhalt 1. 22,97 mg G.-N, 0,942 mg A.-N, 2. 27,48 mg G.-N. II. Abnahon 
nach 14% Stunden (Spalt. = 18,6%). N.d.D. in leem 1. 0 7546 mg G.-N, 
0,03423 mg A.-N, 2. 0.7847 mg G.-N, 0.0371 mg A.-N. Hiilleninha!: 
1. 22.638 mg G.-N, 1,0269 mg A.-N, 2. 23.541 mg G.-N, 1,1130 mg A.-N 
III. Abnahme nach 214 Stunden (Spalt. = 27,1%). N. d. D. in Leem 
1. 0.3731 mg G.-N, 0.01712 mg A.-N, 2. 0.3451 mg G.-N, 0.01712 mg A.-N 
Hiilleninhalt 1. 9,514mg G.-N, 0,4366mg A.-N, 2. 9,145mg G.-N 
0,4537 mg A.-N. 


b) Untersuchungen auf den COO H-Gehalt. 


Eine etwa 2°,ige Albuminlésung mit HCl auf py 1,64 bis 1,89 gebracht 
Fiir den Anfangswert 80 bis 110 ccm gegen Methylrot (schwach rosa) mit 
NaOH abgestumpft, aufgekocht und wahrend des Kochens mit abgetétetem 
Pepsin versetzt, abgekiihlt, in der Lésung G.-N und A.-N bestimmt uni 
zweimal 25 oder 30ccm in Kollodiwnhiillen dialysiert. 3 Tage gegen 
flieBendes Leitungswasser und 1 Tag gegen destilliertes Wasser, danach 
den Hiilleninhalt gut durchgemascht und fiir die einzelnen Bestimmungen 
entnommen. Bestimmt wurden der G.-N- und der COOH-Gehalt. Di 
iibrige Lésung mit Pepsin versetzt, im Brutschrank spalten lassen und 
nach verschiedenen Zeiten Abnahmen gemacht und diese wie den Anfanys 
wert behandelt. 


Versuch 72. 200ccm Albuminlésung bei pq 1,79 mit 7 cem Pepsin 
im Brutschrank spalten lassen. Anfangswert (2,5° Spalt.). N.d. D. in 
leem 1. 1,9103 mg G.-N, 0,00692 Millim. COOH, 2. 2.2442 mg G.-N, 
0,008 Millim. COOH. Hiilleninhalt 1. 55,4 mg G.-N, 0,20 Millim. COOH, 
2. 61,6mg G.-N, 0,22 Millim. COOH. I. Abnahme nach 114 Stunden 
(10,7°, Spalt.). N.d.D. in 1 cem 1. 0,9492 mg G.-N, 0,0052 Millim. COOH, 
2. 1,0283 mg G.-N, 0,0058 Millim. COOH. Hiilleninhalt 1. 29,43 mg G.-N, 
0,1612 Millim. COOH, 2. 30,85 mg G.-N, 0,174 Millim. COOH. 


Versuch 77. 400 ccm Albuminlésung bei pq 1,79 mit 20 cem Pepsin in 
Brutschrank spalten lassen. Nach jeder Abnahme wieder 10 ccm Ferment 
hinzugegeben. Anfangswert (Spalt. = 1,6°,). N.d. D. in leem 1. 2,04 mg 
G.-N, 0,0082 Millim. COOH, 2. 2,llmg G.-N, 0,0078 Millim. COOH 
Hiilleninhalt 1. 57,11 mg G.-N, 0,23 Millim. COOH, 2. 62,26mg G.-N, 
0,23 Millim. COOH. I. Abnahme nach 1 Stunde (Spalt. = 9.2°,). N.d.D 
in leem 1. 100mg G.-N, 0,0076 Millm. COOH, 2. 104mg G.-N, 
0,0078 Millim. COOH. Hiilleninhalt 1. 28,53 mg G.-N, 0,22 Millim. COOH, 
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2. 28,18 mg G.-N, 0,21 Millim. COOH. IJ. Abnahme nach 1%, Stunden 
Spalt. = 14.3%). N. d. D. in leem 1. 0,7329mg G.-N, 0,0072 Millim. 
COOH, 2. 0.7035 mg G.-N, 0,0070 Millim. COOH. Hiilleninhalt 1. 19.42 mg 
G.-N, 0,19 Millim. COOH, 2. 19,70 mg G.-N, 0,196 Millim. COOH. III. Ab- 
ahme nach 2% Stunden (Spalt. = 18,9°%). N.d.D. in leem 1. 0.3834 mg 
G.-N, 0.0056 Millim. COOH, 2. 0.3479 mg G.-N, 0,0059 Millim. COOH. 
Hiilleninhalt 1. 8,63mg G.-N, 0,126 Millim. COOH, 2. 9,58 mg G.-N, 
0,16 Millim. COOH. 


Versuch 78. 400 ccm Albuminlésung bei pq 1,64 mit 20 cem Pepsin 
spalten lassen. Nach jeder Abnahme + 10 ccm Ferment. Anjangswert 
(1,1°% R.-N). N.d.D.in 1 cem 1. 2,359 mg G.-N, 0,0094 Millim. COOH, 
2. 2,299 mg G.-N, 0,0082 Millim. COOH. Hiilleninhalt 1. 69,59 mg G.-N, 
0,278 Millim. COOH, 2. 56,32 mg G.-N. 0,20 Millim. COOH. J. Abnahme 
nach 1 Stunde (Spalt. = 10,5%). N. d. D. in leem 1. 1,0318 mg G.-N, 
0.0076 Millim. COOH, 2. 1,11 mg G.-N, 0,009 oder 0,068 Millim. COOH. 
Hiilleninhalt 1. 26,83 mg G.-N, 0.20 Millim. COOH, 2. 30,55mg G.-N, 
0.25 oder 0,19 Millim. COOH. II. Abnahme nach 1% Stunden (Spalt. 

7.7%). N.d. D. in leem 1. 0,654 mg G.-N, 0,0062 Millim. COOH, 
2. 0.748 mg G.-N, 0,0064 Millim. COOH. Hiilleninhalt 1. 16.76 meg G.-N, 
0.18 Millim. COOH, 2. 20,95 mg G.-N, 0,18 Millim. COOH. III. Abnahme 
nach 2\, Stunden (Spalt. = 27,8%). N.d. D. in leem 1. 0,307 mg G.-N, 
0.0084 Millim. COOH, 2. 0.40 mg G.-N, 0.0056 Millim. COOH. Hiillen- 
inhalt 1. 9,91 mg G.-N, 0,15 Millim. COOH, 2. 10,77 mg G.-N, 0,15 Millim. 
COOH. 
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Uber 
das Vorkommen und den Umsatz von Pyrophosphat in Zellen. 


I. Mitteilung: 
Nachweis und Isolierung des Pyrophosphats. 


Von 


kK. Lohmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem, Abteilung 
Meyerhof). 


(Eingegangen am 27. September 1928.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 
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I. Einleitung. 


In Vorversuchen tiber die Aufspaltungsgeschwindigkeit biologischer 
Phosphorsaéureverbindungen bei der Saurehydrolyse hatte sich die 
praktische Méglichkeit ergeben, verschiedene Phosphorsaureverbin- 
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dungen nebeneinander bestimmen zu kénnen!. Verfolgt man in einem 
eiweiBfreien Extrakt von frischer Froschmuskulatur den Verlauf der 
Phosphorsaureabspaltung bei der Hydrolyse in n Salzsiiure bei 100° 
nach einer Methode, bei der das ,,Phosphagen* véllig aufgespalten 
wird, also nicht beriicksichtigt zu werden braucht, so findet man, 
daB die Phosphatabspaltung in den ersten Minuten der Hydrolyse 
croB ist und dann nach einem scharfen Knickpunkt in der Kurve 
(nach etwa 7, Minuten) auf niedrige Werte abfillt. Wiederholt man 
den Versuch mit Muskelbrei, der bei etwa 40° mit oder auch ohne 
Bicarbonat 1 bis 2 Stunden gestanden hat, so fallt dieser erste starke 
Anstieg der Kurve fort, so daB die Kurve also sofort einen annihernd 
gestreckten Verlauf nimmt. Der Anfangsgehalt an anorganischem 
Phosphat liegt dann bei der autolysierten Muskulatur nur wenig héher 
als der Knickpunkt der Kurve bei frischer Muskulatur, ein Zeichen, 
daB hauptsachlich diese leicht hydrolysierbare Verbindung die Mutter- 
substanz fiir die bei der Autolyse auftretende anorganische Phosphor- 


a 
* 


siure ist. Die nach der monomolekularen Formel k = . log anger 
berechnete Konstante fiir die Aufspaltungsgeschwindigkeit dieser Ver- 
bindung ergibt sich zu etwa 250 .10-%. Da nach den friiheren Unter- 
suchungen die Konstanten der Aufspaltungsgeschwindigkeit (in n HC 
bei 100°) der Hexosediphosphorsaure fiir die Abspaltung der ersten 
H,PO,-Gruppe etwa 23 . 10~%, fiir die der zweiten Gruppe 3,5 . 10-, 
fir die Aufspaltung des Embdenschen Esters, einer Hexosemono- 
phosphorsaure, in der Hauptsache etwa 0,2 .10~% sind, konnte diese 
leicht hydrolysierbare Verbindung weder die bekannte Hexose- 
diphosphorsiure, noch die Hexosemonophosphorsaure sein. Die weitere 
Verfolgung dieser Beobachtung beanspruchte deshalb ein besonderes 
Interesse, weil die Muttersubstanz der bei der Autolyse entstehenden 
anorganischen Phosphorsiure von Embden als ,,Lactacidogen’ auf- 
gefaBt und mit der von Embden und Zimmermann aus frischer Musku- 
latur erhaltenen und als Hexosemonophosphorsiure (Hmbdenscher 
Ester) identifizierten Verbindung fiir identisch erklirt worden ist*. 
Als MaB fiir die in Muskeln und MuskelpreBsiften vorhandene Menge 
Lactacidogen diente den Autoren stets die bei der Autolyse auftretende 
Zunahme von anorganischer Phosphorsiure, wobei der Zerfall dieses 
..Lactacidogens unter Bildung von Milchsiure und anorganischer 
Phosphorsaure vor sich gehen sollte. 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 194, 306, 1928. 

* Wie allgemeiner iiblich, wird der Einfachheit halber auch hier mit 
den dekadischen, nicht mit den natiirlichen Logarithmen gerechnet (vgl. 
Lohmann, 1. c. und Meyerhof und Lohmann, diese Zeitschr. 196, 49, 1928). 

2 Embden und Zimmermann, Hoppe-Seyler 167, 114, 1927. 
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Die Analyse der bei der Autolyse zerfallenden, in heiBer Saéure 
leicht spaltbaren P-Verbindung ergab jedoch, daB hier der Phosphor 
nicht als Hexosemonophosphorsaure, itiberhaupt nicht in organischer 
Form, sondern als Pyrophosphat vorliegt}. 


Die Isolierung und Identifizierung der in Frage stehenden Ver 
bindung als Pyrophosphat erfolgte bisher bei der quergestreiften 
Muskulatur von Vertebraten (Frosch, Kaninchen), von Invertebraten 
(Krebs) und bei Biackerhefe. Es konnte aber mittels der indirekten 
Bestimmung, durch Aufnahme der Kurven der _ Phosphorsiiure 
abspaltungsgeschwindigkeit, das Vorliegen einer in heiBer Saure leicht 
hydrolysierbaren P-Verbindung in allen untersuchten tierischen Zellen 
in verschiedenen Heferassen, ferner in den untersuchten Bakterien 
und auch in Pflanzenkeimen nachgewiesen werden. Solange jedoch 
die Identifizierung in den letztgenannten Zellen noch aussteht, spreche 
ich diese Verbindung nur unter den notwendigen Vorbehalten als 
Pyrophosphat an (vgl. die folgende zweite Mitteilung). © 


Die Menge der leicht hydrolysierbaren P-Verbindung im Frosch. 
muskel wird indirekt zu 0,6 bis 0,9 mg P,O,; pro Gramm Muskel (Feucht- 
gewicht) bestimmt. Die gesamte saurelésliche P,O;-Menge pro Gramm 
Muskel betragt etwa 3,5 mg P,O,, die sich nach unseren bisherigen 
Kenntnissen in folgender Weise (in Milligramm P,O,) aufteilen labt: 
,.wahre“ anorganische Phosphorsiure 0,4 bis 0.6 mg?, Phosphagen 
1,3 bis 1,6 mg*, Pyrophosphorsaure 0,6 bis 0,7 mg, Adenosinphosphor- 
siure und Inosinphosphorsiéure 0.4 bis 0,6 mg*, ferner etwa 0,| 
bis 0,2 mg Hexosemonophosphorsiaure (indirekt geschatzt, in Kaninchen- 
muskulatur etwa 0,7 mg*) und eine bisher unbekannte P-Verbindung, 
deren Menge ungefaihr 0,1 bis 0.2 mg betrigt. Damit scheint also 
die Natur der saureléslichen P-Verbindungen im Froschmuskel in 
ihren wesentlichen Vertretern erkannt zu sein. 


Ob die Gesamtheit der in der quergestreiften Muskulatur und in 
der Hefe durch ihre leichte Aufspaltbarkeit nachgewiesenen P-Ver- 
bindung als anorganisches Pyrophosphat und nicht in einer chemischen 
Bindung vorliegt, kann bisher nicht streng bewiesen werden, da es 
aus experimentellen Griinden nicht gelingt, eine 100°,ige Ausbeute 
bei der Isolierung zu erhalten. Dies gilt insbesondere dann, wenn 


! Kine vorlaiufige Mitteilung erschien in Naturw. 16, 298, 1928. 

2 Eggleton und Eggleton, Biochem. Journ. 21, 190, 1927; Fiske wo! 
Subbarow, Science 65, 401, 1927; Nachmannsohn, diese Zeitschr. 196, 73, 1925 

3 Fiir Kaninchenmuskulatur nach Versuchen von Embden, Wasser- 
meyer und Schmidt, zitiert nach Lehnartz, Klin. Wochenschr. 7, 1225, 192s; 
fiir Froschmuskulatur nach Purnas, Klin. Wochenschr. 7, 1423, 2011, 1928 

* Siehe IIT. Mitteilung (im Druck). 





ure 


he Tr 
her 


ten 
ten 
ten 


cht 
en 
‘ien 
och 
che 
als 


ch- 
ht- 
nm 
yen 
Bt: 
gen 
hor- 
0.1 
en- 
ng, 
ulso 

in 


arhea 
28 
Ser 
28 ; 


y28 








Pyrophosphat in Zellen. I. 469 


man auf die EnteiweiBung der Muskulatur mit Reagenzien in saurem 
Milieu (Trichloressigsiure, Sublimat-Salzsiure usw.) verzichtet, um 
der Méglichkeit des Zerfalls einer in Sauren besonders leicht hydro- 
lvsierbaren Verbindung vorzubeugen. Doch ist es bei EnteiweiSung 
mit Trichloressigsiure méglich, unter Bedingungen, unter denen die 
labile Phosphorsaure des Phosphagens noch nicht abgespalten wird, 
etwa 50 bis 60°, des als leicht hydrolysierbare P-Verbindung be- 
stimmbaren P,O; als kristallisiertes Na-Pyrophosphat zu_isolieren. 
Nun gelingt es auch, einen Teil des Pyrophosphats aus quergestreifter 
Muskulatur vollig frei, bzw. nur mit Spuren von Kohlenstoff ver- 
unreinigt, zu erhalten, wenn die EnteiweiBung der Muskulatur mit 
Alkohol vorgenommen wird und die Reaktion wahrend der ganzen 
Aufarbeitung oberhalb py 6,5 bleibt, eine Aufspaltung durch Saure 
also ausgeschlossen ist. Es erscheint daher der SchluB gerechtfertigt, 
da8 mindestens die gréBere Halfte der in quergestreiften Muskeln 
vorhandenen leicht hydrolysierbaren P-Verbindung nicht chemisch 
gebunden vorliegt. 


Durch Entwasserung von zweibasischen o-Phosphaten erhaltenes 
Pyrophosphat wird ebenfalls von Muskelbrei oder einem wiisserigen 
Muskelextrakt sowie von Hefesaften enzymatisch leicht und vollstandig 
zi. 0-Phosphat aufgespalten. Das zugesetzte synthetische Pyrophosphat 
verhalt sich bei genauem zeitlichen Vergleich unter einigen Bedingungen 
aber etwas verschieden von dem vorgebildeten Pyrophosphat, indem 
es gelegentlich etwas schneller oder langsamer aufgespalten werden 
kann. Dies zeigt, dal} das in der Zelle vorhandene Pyrophosphat — 
wie zu erwarten -- nicht als freies anorganisches Pyrophosphat gelist 
vorliegt, sondern in einer bisher noch nicht naher definierbaren Ad- 
sorptionsverbindung, die als Substrat im Vergleich zu einer freien 
Verbindung fermentativ natiirlich in anderer Weise in Reaktion tritt. 
Dasselbe gilt auch fiir die anderen anorganischen Bestandteile des 
Muskels: fiir die (Alkali-)Salze, die nur zum Teil ional gelést sind, 
sowie fiir das ,,wahre anorganische Phosphat, das nach Stella’ nur 
zu einem geringeren Teil als freies anorganisches Phosphat diffusibel ist. 


Die bequeme indirekte Bestimmbarkeit der Pyrophosphatfraktion 
durch Aufnahme der P-Abspaltungskurve erméglicht es, das physiolo- 
gische Verhalten dieser Fraktion eingehender zu untersuchen. Das Er- 
gebnis dieser Untersuchungen kann dahin zusammengefaBt werden, daB 
bei der Tatigkeit des Muskels unter normalen physiologischen Bedin- 
gungen diese Pyrophosphatfraktion keine Zu- oder Abnahme erfahrt und 
da8 sie erst bei ,. Absterbeerscheinungen“, insbesondere durch autolytische 


1 Stella, Journ. of Physiol. 66, 19, 1928. 
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Vorgange nach Zerstérung der Zellstruktur, zu o- Phosphorsaure aif. 
gespalten wird. Eine Anderung im Gehalt dieser Fraktion tritt also nic|1 
ein beim langeren Lagern eines isolierten unverletzten Muskels in Sauer. 
stoff bei Zimmertemperatur, auch bis zu 24 Stunden, und bei maBigen 
Reizen mit Einzelschligen oder im Tetanus. Dagegen findet vollstandige 
Aufspaltung statt, wobei die Zubildung anorganischer Phosphorsiure 
tiberwiegend auf diese Fraktion zu beziehen ist, bei der Autolyse zer- 
schnittener Muskulatur bei Zimmer- oder erhéhter Temperatur, bei 
den verschiedenen Starreformen des Muskels, wie Warmestarre und 
Chloroformstarre, ferner ein teilweiser Zerfall bei iibermaBig starker 
bzw. lang ausgedehnter Reizung. Nach meinen Versuchen ist es haupt- 
sichlich die aus der Pyrophosphatfraktion stammende anorganische 
Phosphorsaure, die unter irgendwelchen auBeren Eingriffen im Muskel 
auftritt, und die bisher irrtiimlich auf den Zerfall von Lactacidogen 
zurickgefiihrt worden ist. 


Cher die physiologische Bedeutung dieser Pyrophosphatfraktion 
kann bisher nichts Positives ausgesagt werden. Wie schon betont, findet 
bei maBiger Reizung keine meBbare Veranderung im Pyrophosphatgehalt 
statt. Es besteht also kein analytisch erfaBbarer Zusammenhang mit der 
Kontraktion sowie den glykolytischen Prozessen im Muskel, da die 
Spaltung der Zucker auch in volliger Abwesenheit von Pyrophosphat 
stattfindet, was fiir die Milchséurebildung in den nach Meyer! gereinigten 
Fermentlésungen, fiir die alkoholische Gairung auch in den (pyro- 
phosphatfreien) Mazerationssiften nachweisbar ist. Ein Einflu®B auf 
die Atmung der Muskulatur besteht ebenfalls nicht, da unter ver- 
schiedenen Bedingungen pyrophosphatfreie bzw. an Pyrophosphat 
stark verarmte Muskulatur noch zu atmen vermag. 


Das Pyrophosphat ist aus den Untersuchungen von Warhurg 
sowie Meyerhof als Komplexbildner fiir Schwermetalle bekannt. das 
unter geeigneten Bedingungen die durch Schwermetalle (Eisen und 
Mangan) katalysierte Oxydation organischer Substanzen durch mole. 
kularen Sauerstoff zu hemmen vermag. Warburg und Sakuma? zeigten 
diese hemmende Wirkung zuerst bei der Cysteinoxydation, die durch 
m/10 Pyrophosphat um 95°,, ghemmt wird. Meyerhof und Matsuoka’ 
wiesen die Hemmung der Fructoseoxydation in konzentrierter neutraler 
o-Phosphatlésung durch kleine Mengen Pyrophosphat nach. Zum 
Unterschied von der HCN-Wirkung steigt hier die Hemmung durch 
Pyrophosphat vom alkalischen Gebiet nach dem Neutralpunkt zu 


1 K. Meyer, diese Zeitschr. 198, 139, 1928. 

2 Warburg und Sakuma, Pfliigers Arch. 200, 203, 1923; Sakuma, diese 
Zeitschr. 142, 68, 1923. 

8 Diese Zeitschr. 150, 1, 1924. 
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stark an'. Nach Spoehr*® katalysiert Eisenpyrophosphat aber selbst 
stark die Spontanoxydation der Zucker bei Kérpertemperatur®. Die 
o-Phosphatkonzentration war in diesen Versuchen m/2. Es sei noch 
erwahnt, daB das Pyrophosphat die durch Kupfer katalysierten Oxy- 
dationen nicht hemmt*. Hierauf hat Warburg die getrennte mano- 
metrische Bestimmung von Kupfer neben Eisen und Mangan begriindet 


Il. Die Bestimmung von o-Phosphat und Pyrophosphat. 
a) Die Bestimmung der Pyrophosphatfraktion. 


Ich gebrauche schon hier fiir die leicht hydrolysierbare Verbindung 
die Bezeichnung Pyrophosphatfraktion, indem ich das Ergebnis des 
dritten Abschnitts dieser Mitteilung vorwegnehme. 

Die Bestimmung der anorganischen Phosphorsiure selbst erfolgte 
fast ausschlieBlich nach der von Lohmann und Jendrassik® angegebenen 
Modifikation der kolorimetrischen Phosphorsiurebestimmung von 
Fiske und Subbarow. 

Eine spezifische Fallungs- oder Farbreaktion, die sich fiir ihre 
Bestimmung in Gemischen eignete, besteht fiir Pyrophosphorsaure nicht. 

Die Bestimmung der Pyrophosphatfraktion ergibt sich auf Grund 
der folgenden Versuche | bis 3 (mit den Abb. | bis 3) als eme Differenz- 
bestimmung. Als erster Wert dient der ,,direkt bestimmbare P,O,- 
Gehalt des Trichloressigsiureextrakts, der die Summe des .,wahren’ 
anorganischen Phosphats und des Phosphagenphosphats angibt, als 
zweiter Wert der P,O,-Gehalt eines aliquoten Teiles der Lésung nach 
7 Minuten langer Hydrolyse in n Salzsiiure im siedenden Wasserbad. 
Als Kontrolle wurde fast immer ein dritter Wert nach 15 Minuten 
langer Hydrolyse ermittelt, der gegeniiber dem 7-Minuten-Wert nur 
wenig erhéht sein durfte. 

Die Hydrolyse selbst wurde gewéhnlich mit 1 cem des Trichlor- 
essigsaurefiltrats (3 bis 4 °.,ige Trichloressigsiure mit 0,1 bis 0.6 mg P, O;) 
vorgenommen, das zumeist ohne vorhergehende Neutralisierung mit 
| cem einer 1,8- bzw. 2n HCl versetzt wurde. Die Hydrolyse erfolgte 
in kleinen Reagenzglisern von 75mm Lange und 11 mm lichtem 
Durchmesser, die zur Vermeidung von Fliissigkeitsverlust wahrend 


1 Diese Erscheinung hangt damit zusammen, daB der Eisenpyro- 
phosphatkomplex mit abfallender [H'] unbestaéndiger wird. So scheidet 
Alkali aus diesem Komplex das Eisen als Hydroxyd ab. 

2 Spoehr, Journ. Amer. Chem. Soc. 46, Nr. 6, 1924; 48, 107, 1926. 

3 Vgl. eine folgende Mitteilung von Meyerhof und Lohmann, erscheint 
in dieser Zeitschr. 2038, 1928. 

* Warburg, Klin. Wochenschr. 6, Nr. 23, 1927; Warburg und Krebs, 
diese Zeitschr. 190, 143, 1927. 

5 K. Lohmann und L. Jendrassik, diese Zeitschr. 178, 419, 1926. 
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der Hydrolyse (insbesondere bei mehr als 15 Minuten langem EF; 
hitzen) zugeschmolzen und bei mehreren Bestimmungen gleichzeitig 
in einem metallenen runden Reagenzglasstander in ein lebhaft siedende. 
Wasserbad versenkt und nach erfolgter Hydrolyse unmittelbar in 
Leitungswasser abgekiihlt wurden. 

Die Bestimmung des Gesamtphosphats! geschah durch Veraschen 
eines aliquoten Teiles des Filtrats mit H,SO,—HNO,. 





Versuch 1 vom 6. Februar 1928. 2,27 g Froschmuskeln (Temporarien 
wurden in 20 ccm 4°,iger Trichloressigsiure zerdriickt. Zur Bestimmung 
wurden je 1 cem des klaren Filtrats mit 1 cem 2,0n HCl versetzt und bis 
zu 3 Stunden im Wasserbad erhitzt. 

Aus der Tabelle I und der Abb. 1 ist zu ersehen, daB die Abspaltung 
von Phosphat zuniichst sehr stark ansteigt und da8 die Kurve dann einen 
weitgehend gestreckten Verlauf nimmt. 


Tabelle I. 













Ne, || Hydrotysezeit |S*MSET ” *  Autgespalten futsal temas jutgeeracen, 
Min on &2 mg P,O vorhandenen P,O, phosphats 
. BT 2\'s B25 
1 0 1.90 — — 
2 5 2.53 0,63 70 38.7 
3 6 2.55 0,65 72.4 39,0 
4 10 2.59 0,69 76.7 42.3 
5 15 2.69 0,70 77.9 43.0 
6 30 2.65 0,75 83.5 46.0 
7 60 2.69 0,79 88,0 48.5 
5 120 2.75 0,85 94.5 52.1 
8 180 2.89 0,90 100.0 55.1 
. I 
s 
10 = Veraschungs- 3,53 1,63 100 
wert 
[ A353>g4 
lee 4 Ba, | 
2,70 + 
2,60} 
2,50 
2,0 
<e 
2,20 
2,70 
20 
180 5 20 30 60 720 180 
ZeittinMinuten 
Abb. 1. 








P, OssAbspaltung der saureléslichen P-Verbindungen von frischer Muskulatur bei der Hydrolyse 
in n Salzsaure bei 100°. 
Abszisse: mg P,O; pro g Muskel. Ordinate: Hydrolysezeit in Minuten. WV: Veraschungswe' 


1 Vgl. Lohmann, 1. ec. 
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Die genaue Festlegung des fiir die Differenzbestimmung des Pyro- 
phosphats in Betracht kommenden zweiten Wertes ergibt sich aus 
den Versuchen 2 und 3. In Versuch 2 wurde die Aufspaltungskurve 
fir das Trichloressigsaurefiltrat eines wasserigen Muskelextrakts, in 
Versuch 3 die Kurve fiir ein reines Pyrophosphatpraparat aufgenommen. 
Nach Versuch 3 betragt die Aufspaltung nach 7 Minuten etwa 97 bis 
ys’, des Gesamt-P,O,;. Trotzdem im Muskelfiltrat ein Teil der iibrigen 
P-Verbindungen in dieser Zeit ebenfalls aufgespalten wird und der 
auf diese Weise ermittelte Wert fiir Pyrophosphat also noch zu hoch 
liegt (um etwa 0,05 mg P,O; pro Gramm Muskel), wird vorliufig diese 
Hydrolysezeit von 7 Minuten zur Bestimmung der Pyrophosphat- 
fraktion in der Muskulatur festgelegt. 

Versuch 2 vom 13. Februar 1928. Aufspaltungskurve der P-Ver- 
bindungen im Trichloressigsiurefiltrat eines wasserigen Muskelextrakts. 
1.0cem Filtrat + 1,0cem 2n HCl bei 100° hydrolysiert. 


Tabelle II. 





N Hydrolysezeit Gefunden pro ccm Filtrat Autgespalten 
~ Min mg P.O, mg P, Os 
1 0 0,213 
2 1 0,229 0,016 
3 2 0,243 0,030 
4 3 0,251 0,088 
5 4 0,258 0,045 
6 5 0,265 0,052 
7 7 0.266 0,054 
8 10 0.272 0,059 
9 15 0.273 0.060 
mg 20s 
a om oe 


BOSSES WEN 
Zeitin Minuten 


Abb. 2. 
?.OseAbspaltung der saureléslichen P-Verbindungen in n Salzséure bei 100° fiir kiirzere Zeiten 
Abszisse: mg P,O5. Ordinate: Hydrolysezeit in Minuten. 
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Versuch 3. Aufspaltungsgeschwindigkeit einer reinen Natriump) 
phosphatlésung. Gehalt an P,O,; 0.311 mg pro Kubikzentimeter. Hyd 
lyse in n HCl] bei 100°. 


Tabelle III. 





N Hydrolysenzeit Gefunden pro com Gespalten 
aii Min mg P.O; Of 
1 0 0 0 
2 4 0.266 85.6 
3 5 0,287 92.4 
4 6 0,295 95,0 
5 7 0,303 97.6 
6 te) 0,310 
7 9 0,311 
8 2 0,313 
9 15 0,312 
10 33 0,311 
mg Po Os 
G.321— r oe | 





330 | 
G28 | 
0.26 ' 
: 
C2 EC BEREHE 3 
Ze/tin Minuten 
Abb. 3. 


Kurve der Aufspaltungsgeschwindigkeit von reinem Na-Pyrophosphat bei der Hydrolyse 
in n Salzsaure bei 100°. 
Abszisse: mg P,O5. Ordinate: Hydrolysenzeit in Minuten 


Der EinfluB langerer Saureeinwirkung auf die Aufspaltung der 
Pyrophosphatfraktion bei niedrigeren Temperaturen ist in Tabelle IV 
gezeigt. Untersucht wurde der Einflu8 von 0,2 n Trichloressigsiure 
(etwa 4°,ig) wihrend 21 Stunden bei 18° (Zimmertemperatur) und 
38°, sowie der von 1,1 n HCl unter denselben Bedingungen. Als 
Kontrolle diente der mit Ammoniak neutralisierte Extrakt. Nach dem 
Versuch ergibt sich, daB nach einem Tage durch 0,2 n Trichloressig- 
siiure bei Zimmertemperatur noch keine Aufspaltung der Pyrophosphat- 
fraktion statthat, die sauren Lésungen also bis zur Bestimmung tiber 
Nacht im Eisschrank stehenbleiben kénnen. 


Versuch 4. Zwei Froschgastrocnemien im Gewicht von 1,55 g wurden 
ir 15,0cem 4%iger Trichloressigséure zerdriickt. Zur P-Bestimmung wurden 
je 1,0cem entweder ohne jeden weiteren Zusatz oder mit NH, bzw. mut 
1,0cem 2n HCl versetzt und 21 Stunden stehengelassen. 
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Direkt bestimmbares Phosphat nach Bestimmung Nr. 1 1,95 mg P,O, 


pro Gramm Muskel, Pyrophosphatfraktion als Differenz aus den Be- 
stimmungen 1 und 6 0,82 mg P,O 


Tabelle IV. 





Gefunden Gespalten °), der Pyros 


Ne Behandlung : a 21 Stunden pro g Muskel pro g Muskel poh 
mg P,O; mg P.O; gespalten 
j In neutraler Lésung . . 1,95 - - 
2 » 0,2n Trichloressigeaure bei 18° 1,97 0,02 2.5 
3 » 38° 2,23 0,28 34 
4 ‘ ” Lin Siure bei 18° ea ae 2,29 0,34 41 
) che 2 i eee 2.70 0.75 91 
6 Wie Nr. 2, dann 7 Min. in n HCl 
hydrolysiert (100°) . . 2,77 0,82 -~ 
7 Wie Nr. 2, 15 Min. hydrolysiert 
NGS oor as ale ote 4 2,79 | 0,84 _ 


Vergleichsweise wurde der Ruhegehalt an der Pyrophosphat- 
fraktion in symmetrischen Muskeln und in verschiedenen Teilen der 
Schenkelmuskulatur von Fréschen bestimmt. Von den Versuchen 
sollen vier wiedergegeben werden. Nach ihnen mu mit einer 5- bis 
10°. igen Fehlerbreite bzw. Differenz im Gehalt an Pyrophosphat in 
korrespondierenden Muskeln gerechnet werden. 


Der Pyrophosphatgehalt der ganzen Oberschenkelmuskulatur entsprach 
dem der Gastrocnemien. In spiiteren Versuchen (mit Sommerfréschen, 
Juli) besaB der Semimembranosus jedoch durchgehend einen héheren 
Gehalt an Pyrophosphat als die Gastrocnemien (etwa 0,1 mg P, O,-Differenz), 
und zwar bei gleichen Werten fiir direkt bestimmbares Phosphat und 
Gesamtphosphat. 


Versuch 5 
Tabelle V. 





. Muskel mg Pa O; ‘Pro g Maske mg P20s der 
Nr. Datum (G. = — ” direkt 7 Min. 1s Min. phosphat- 
1928 aceeee, bestimmbar Hydrolyse Hydrolyse fraktion 
la 4. Vv. Oberschenkel 1,92 2.56 2.62 0,64 
ib G. (Temporaria) 2.02 2,70 2,74 0,68 
le G. - 1,96 2.61 2.67 0,65 
2a | 28. VII. G. - 2.15 2,92 2.96 0.77 
2b G. . 2.15 2.88 95 0,7 
3a 8. VI. Muskelbrei 1,97 55 2.62 0.58 
3b = 1,96 2,52 2,57 0,56 
4a 4. VIIl. G. (KEsculenta) 1,73 2.28 2.33 0.55 
4b G. Pa 1,73 2.31 2,35 0,58 
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Wihrend fiir die Bestimmung der Pyrophosphatfraktion |) 
Wirbeltieren auf das Phosphagen (Kreatinphosphorsiure) keine Riick 
sicht genommen zu werden braucht, da es bei der P,O,-Bestimming 
selbst aufgespalten wird, ist dies bei Wirbellosen mit ihrem Gehalt ay 
Argininphosphorsaure erforderlich'. In diesem Falle ]4Bt man cen 
trichloressigsauren Extrakt am einfachsten im Zimmer iiber Nacht 
stehen, ehe man die Saurespaltung bei 100° ausfiihrt. Dieses Ver 
fahren wurde auch bei der Bestimmung der leicht hydrolysierbaren 
Verbindung in den einzelnen Tierorganen und anderen Zellen ein- 
geschlagen, um sicher zu sein, daB die in heifer Saure leicht hydr 
lysierbare Fraktion nicht durch andere, schon bei Zimmertemperatw: 
in saurer Lisung aufspaltbare P-Verbindungen vorgetauscht wurde 


6) Der EinfluB von Pyrophosphorsdure auf die Bestimmung der o- Phosphor. 
sdure. 

Es erwies sich als notwendig, die Beeinflussung der Bestimmung 
von Orthophosphorsaure in Gegenwart von Pyrophosphorsiure genauer 
kennenzulernen. Hierfiir kamen nur diejenigen Methoden in Betracht 
die bei Zimmertemperatur oder nur wenig erhéhter Temperatur an. 
gewendet werden. 

Es waren dies: 

1. die kolorimetrische P,O;-Bestimmung in n H, SQ, mit 2,5 °°, igem 
Molybdat und Eikonogen als Reduktionsmittel bei 5 Minuten langem 
Erwairmen auf 37° zur Entwicklung und Stabilisierung der Farbung* 
sowie dieselbe Bestimmung nach Fiske und Subbarow bei Zimmer- 
temperatur, aber in 0,6n H,SO,; 

2. die Fallung des Phosphats nach Embden als Strychnin-Molyb 
dian-Phosphorsaure ; 


3. die Fallung als MgNH,PO, mit Magnesiamixtur in ammo- 


niakalischer Lésung bei Zimmertemperatur ; 
4. die Fallung als MgNH,PO, mit Mg-Citrat (Mathisonreagens 
in ammoniakalischer Lésung bei Zimmertemperatur‘; 


5. die Fallung als Ammoniumphosphormolybdat in salpetersaurer 
Lésung in Gegenwart von Ammonnitrat bei Zimmertemperatur®. 


10. Meyerhof und K. Lohmann, diese Zeitschr. 196, 22, 49, 1025; 
O. Meyerhof, Arch. di Scienze Biologiche 12, 536, 1928. 

2 K. Lohmann und J. Jendrassik, 1. c. 

8 G@. Embden, Hoppe-Seylers Zeitschr. 118, 138, 1921; Wechselman 
ebendaselbst 113, 146, 1921. 

* Vgl. K. Lohmann, diese Zeitschr. 194, 306, 1928. 

5 Treadwell, Analytische Chem. 2. 374, 1927. 
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Zu 1. Kolorimetrische P,O,-Bestimmung in Gegenwart von Molybdat : 
a) in n H,SO, und 5 Minuten Erwiarmen auf 37°, 
b) in 0,6n H,SO, und 5 Minuten Stehenlassen bei Zimmertemperatur. 


Jedesmal 0,300 mg P,O, + 0,473 mg Pyrophosphat-P,O,. Gefunden 
statt 0,300 mg 
fiir a) 0,307 mg P,O, = + 1,5°%% vom Pyrophosphat-P,O,, 
fiir b) 0,302 mg P,O,; = + 0,4°% vom Pyrophosphat-P, O,. 


Bei der kolorimetrischen Phosphatbestimmung nach Lohmann 
und Jendrassik werden vom vorhandenen Pyrophosphat also 1,5°., in- 
folge der Erwirmung auf 37° aufgespalten. Diese Aufspaltung macht 
fiir die Bestimmung des direkt bestimmbaren Phosphats (,,dir. best.“ 
P,O;, also ,.wahres anorganisches Phosphat + Phosphagenphosphat) 
bei einem Gehalt von 2,00 mg direkt bestimmbarem P,O, und 0,70 mg 
Pyrophosphat-P,O,; nur einen Fehler von 0,5°,, aus. In verdiinnterer, 
0.6n H,SQ,, in der sich die Blaufairbung schon bei Zimmertemperatur 
geniigend stark und schnell entwickelt, wird praktisch der richtige 
Wert gefunden. Wir ziehen, wie friiher ausgefiihrt, die hGhere Schwefel- 
siurekonzentration und die Entwicklung der Farbe durch 5 Minuten 
langes Erwirmen auf 37° der Verwendung von 0.4 oder 0,6n H,SO, 
vor, da bei dem ersten Verfahren gegeniiber dem letzteren die Farb- 
tiefe nicht schon von geringen Mengen Salzen, Sauren, Alkalien, ferner 
Temperaturdifferenzen usw. gestért wird und die Farbung nach ihrer 
Entwicklung fiir Stunden véllig konstant bleibt. Diese Methode eignet 
sich daher besonders fiir Serienbestimmungen. Doch wurde bei der 
kolorimetrischen Pziifung des Gehalts an anorganischem Phosphat 
von gereinigten Pyrophosphatpraparaten (bei der Darstellung aus 
biologischem Material) mit 0,6n H,SO, und bei Zimmertemperatur 
gearbeitet. 

In dem Falle, wo die Menge an Pyrophosphat-P,O, die an o-Phosphat- 
P,O; um das Vielfache iibertrifft (bei 5°, o-Phosphat z. B.), wird auch mit 
einem weniger empfindlichen Kolorimeter eine leichte Farbénderung der 
Kolorimeterfliissigkeit beobachtet, die die Ablesung aber nicht in einem 
stérenden MaBe beeinfluBt. 

Zu 2. Fiallung nach Embden und Wagung als Strychninphosphor- 
molybdat. 

Ansatz A: Etwa 2 mg o-Phosphat-P,O, ohne Pyrophosphatzusatz. 

*” B: Dasselbe wie A, mit 4,73 mg Pyrophosphat-P,O, 
Die Lésungen blieben genau eine halbe Stunde im Zimmer stehen. 
Gefunden fiir A: 80,4mg Niederschlag = 2,06 mg P,O,, 
» B: 86,7 ,, ‘ = 2,22 ,, P,O,. 


Danach sind vom Pyrophosphat 3,4 °%, in die Bestimmung eingegangen. 
Unter den von Embden angegebenen Versuchsbedingungen ist die Fallung 
von o-Phosphat nach wenigen Minuten vollstaéndig; mit reinem Pyro- 
phosphat tritt dagegen erst nach langerem Stehen eine sich allmahlich 
verstirkende Triibung auf. 
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Zu 3. Fallung als MgNH,PO, mit Magnesiamixtur in der Kalte wi 
Wagung nach dem Gliihen als Mg, P,O,. 

Ansatz A: 4,0cem m/15 KH,PO,-Lésung ohne Pyrophosphatzusat, 

»  B: Wie A + 47,3 mg Pyrophosphat-P,0,,. 

Die Lésungen wurden auf etwa 100 cem mit Wasser verdiinnt, mit 
je 5cem 10% igem Ammoniak und 10 ccm Magnesiamixtur (5,5°, Mg(\,, 
aq. + 11% NH,Cl) gefallt und iiber Nacht bei 8 bis 10° stehengelassey, 

Gefunden fiir A: 30,1 mg Mg,P,O, = 19,2 mg P,O,, 

» B: 90,0mg Mg,P,O, = 57,4mg P,O,. 

Vom Pyrophosphat wurden hier 81°, gefallt. Die GréBe der Fallung 
mit Magnesiamixtur ist jedoch nicht einfach festgelegt, sondern schwankt 
in weiten Grenzen nach den Versuchsbedingungen. Im folgenden Versuchs.- 
ansatz wurden z. B. nur 46% des Pyrophosphats gefallt. 

2,0 mg o-Phosphat-P,O,; in 10,0 cem Lésung 

4,73 ,, Pyrophosphat-P,O,; in 1,0cem Lésung, 
versetzt mit 1,0cem 10°,igem NH, und 1,0ccm Magnesiamixtur. Di 
Fallung blieb iiber Nacht im Zimmer stehen. In der Lésung, die frei von 
o-Phosphat war, wurden nach Hydrolyse kolorimetrisch 2,51 mg P,0, 
gefunden. 

Zu 4. Fallung mit Mg-Citrat. 

Gegeniiber der Fallung des P,O, mit Mg-Mixtur wird die Fallung von 
o-Phosphorséure mit Mg-Citrat (Mathison-Reagens) durch Pyrophosphat 
viel weniger beeinfluBt. 

Ansatz A: 0,30 mg o-P,O;,. 

- B: Dasselbe wie A + 0,945 mg Pyrophosphat-P,O,. 

Die Lésungen wurden auf 5,0 aufgefiillt, mit leem 10°,igem NH, 
ammoniakalisch gemacht und mit 2,0cem Mathison-Reagens versetzt 
Nach Stehen iiber Nacht wurde in der friiher beschriebenen Weise zentri 
fugiert, der Niederschlag hier zweimal gewaschen, A sofort kolorimetriert, 
B nach 15 Minuten Hydrolyse in n HCl. 

Gefunden fiir A: 0,299 mg P,O,, 

» B: 0,371 ,, P,O, = 0,072mg P,O, mehr. 
Vom Pyrophosphat sind also 7,6°% gefallt. 

Versuch vom 15. Februar 1928. Ausfallung des Pyrophosphats in der 
Mathison-Fallung eines Trichloressigsiureextrakts von Froschmuskulatur. 
In aliquoten Teilen eines Trichloressigsaéurefiltrats von frischer Muskulatu 
wurden vor und nach Fallung mit Mg-Citrat das direkt bestimmbare Phos- 
phat, sowie die Werte nach 7 und 15 Minuten langer Hydrolyse bestimmt. 


Tabelle VI. 





mg P,O; pro g Muskel 


Direkt 


7 Min. 15 Min. mg Pyro 
bestimm:s ‘ — 
bares P,O, Hydrolyse Hydrolyse as 
Im Trichloressigsiure-Filtrat .. . 1,94 2.58 2.62 0.64 


In der Mathison-Fallung .... . 0,831 0,891 0,891 0,06 


In der Mathison-Fallung sind also 9,6 °%, des Pyrophosphat-P, O, gefallt. 
(Bei der Kolorimetrierung der Mathison-Fallung geht das mitgefillte Pyro- 
phosphat natiirlich nicht in die Bestimmung des ,,wahren“ anorganischen 
Phosphats ein.) 
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Zu 5. Die Fallung geschah als Ammonphosphormolybdat [(NH,),PO,, 
i2 MoO,, 2HNO,, H,O] und Wagung nach einmaliger Umfallung als 
Phosphormolybdansaéiureanhydrid (24 MoO,, P,O,;; mit 3,95°%, P,O,). Die 
Fillungen erfolgten bei 10°. 

Ansatz A: 8.0cem m/15 KH,PO,-Lésung mit 37,9 mg o-Phosphat- 

P,O,. 
B: Wie A, dazu noch 47,3 mg Pyrophosphat-P, O,. 

Die Lésungen wurden auf 50 ccm verdiinnt und mit l5cem 25° iger 
HNO,, 25 cem 34°, igem NH,NO, und 100 cem 3°,igem Ammonmolybdat 
versetzt. Nach Stehen iiber Nacht (bei 10°) wurden die Niederschlaige 
durch einen Tonfiltertiegel abgesaugt, in 10 cem 8° ,igem NH, gelést und 
die Faéllung nach Zusatz von 30cem Wasser, 1 cem Ammonmolybdat, 
20 com NH,N O,, 20 com H N O, wiederholt. Nach nochmaligem 24stiindigen 
Stehen bei 10° wurde durch den gewogenen Tonfiltertiegel filtriert, der 
Niederschlag nachgewaschen und nach dem Trocknen vorsichtig gegliiht. 

Gefunden fiir A: 959,9 mg Niederschlag = 37,9 mg P,O,, 

B: 940.1 ., a = 37,1 ., P,O,. 

Im Ansatz B sind also 0,8 mg P,O; weniger gefunden. Danach 
wird die P,O,-Bestimmung als Ammonphosphormolybdat, die als die 
chemisch genaueste P-Analyse anzusprechen ist, durch Pyrophosphat in 
einem nicht unwesentlichen Grade gestért. Man sieht schon beim Zu- 
sammengieBen der Reagenzien, daB in Gegenwart von Pyrophosphat die 
Fallung verzégert auftritt. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB von den verschiedenen 
gepriiften biologischen Phosphorsaurebestimmungsmethoden nur die 
Fallung mit Magnesiamixtur, falls anschlieBend die Bestimmung durch 
Wagung als Mg, P,O, erfolgt, in Gegenwart von Pyrophosphat nicht 
statthaft ist. Am geeignetsten fiir biologische Zwecke erscheint auch 
hier die kolorimetrische Bestimmung. Die friiher angewandten Ver- 
fahren zur Bestimmung des direkt bestimmbaren P,O, in der Musku- 
latur, die hauptsachlich auf einer wiederholten Fallung als MgN H,PO, 
und als Ammonphosphormolybdat beruhen, sind also in ihrer Kom- 
bination in bezug auf Pyrophosphat praktisch als einwandfrei zu 
betrachten!. 


c) Die Bestimmung von Hexosemonophosphorsdure und Hexosediphosphor- 
sdure neben o-Phosphat und Pyrophosphat. 

Eine angenaherte Bestimmung der beiden Hexosemonophosphor- 
saureester ist durch die Bestimmung der Aufspaltungsgeschwindigkeit 
in Saure, gegebenenfalls zusammen mit der enzymatischen Auf- 
spaltung der Hexosemonophosphorsiure, méglich. 

Sie beruht darauf, daB die Diphosphorsaiure nach dreistiindiger 
Hydrolyse in n HCl bei 100° vollstandig aufgespalten ist, die Mono- 
phosphorsiure aber nur zu etwa 25°. 


! Vgl. Embden, Griesbach und Schmitz, Hoppe-Seylers Zeitschr. 93, 1, 
1914; Parnas und Wagner, diese Zeitschr. 61, 387, 1914. 
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1. Die Bestimmung von Hexosemonophosphorsiure neben Hexo~ 
diphosphorsaure allein erfolgt nach der frither! gegebenen Vorschri(t 

2. Liegt neben o-Phosphat und Pyrophosphat nur Hexosemony. 
phosphorsaure vor, so geniigt die Bestimmung des direkt bestimmbare: 
des nach 7 Minuten langer Hydrolyse abgespaltenen Phosphats wri 
des nach feuchter Veraschung mit H NO,—H,S0O, bestimmten Gesant 
phosphats. Die Aufspaltung des Monoesters in dieser Hydrolysezeit 
kann praktisch vernachlissigt werden. 

3. Bei der Bestimmung von Hexosediphosphat neben o-Phosphat 
und Pyrophosphat ist a) das direkt bestimmbare Phosphat, b) das 
nach 7, sowie c) nach 30 Minuten langer Hydrolyse in n HCI bei 
100° abgespaltene Phosphat, ferner d) das Gesamtphosphat nach 
feuchter Veraschung zu ermitteln. Der Gehalt an Pyrophosphat ergilt 
sich dann aus der Differenz der Bestimmungen a) und b), von der 
(empirisch bestimmt) das bei der Hydrolyse zwischen 7 und 30 Minuten 
abgespaltene Phosphat abzuziehen ist, der Gehalt an Hexosediphosphat 
dann aus dem Gesamtphosphat abziiglich des o-Phosphats und Pyro. 
phosphats. 

4. Liegen ausschlieBlich die beiden reinen Hexosephosphorsiure- 
ester neben o-Phosphat und Pyrophosphat vor, so berechnen sich die 
einzelnen Anteile sinngemaB aus dem direkt bestimmbaren Phosphat 
dem nach 7, 30 und 180 Minuten langer Hydrolyse in n HCI bei 100° 
abgespaltenen Phosphat, sowie dem Gesamtphosphat. 

5. Bei der Anwendung dieser Methode auf biologisches Material 
(Muskulatur) ist zu beriicksichtigen, daB neben der schwer hydrolysic 
baren Hexosemonophosphorsiure (Embdenscher Ester) noch andere 
schwer hydrolysierbare P-Verbindungen, in der Hauptsache die Adenosin- 
phosphorsaure, vorkommen, wihrend die frische Muskulatur nach den 
Untersuchungen von Embden und Zimmermann keine Hexosediphosphor- 
siure enthalt. Da nun die Adenosinphosphorsiure enzymatisch w- 
gleich schwerer als die Hexosemonophosphorsaure aufgespalten wir! 
ist die Bestimmung der letzteren durch ihre enzymatische Aufspalt. 
barkeit erméglicht, wobei ich vorlaufig das enzymatisch aufspaltbare 
schwer in Sauren hydrolysierbare Phosphat als Hexosemonophosphor- 
siure anspreche. Die Bedingungen fiir die enzymatische Autoly> 
sind dabei so zu wihlen, daB zugesetztes Hexosemonophosphat eben 
noch vollstindig oder fast vollstandig aufgespalten wird?. Die be- 
stimmung des Umsatzes der schwer hydrolysierbaren Hexosemono- 
phosphorsiure (Hmbdenscher Ester) erfolgt danach durch Vergleich 
des P-Gehalts nach Aufspaltung der leichter hydrolysierbaren Ver 


1 K. Lohmann, 1. c. 
2 Vel. IIT. Mitteilung. 
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bindungen, also unter Zugrundelegung der nach 7 oder auch 15 Minuten 
langer Hydrolyse in n HC] bei 100° erhaltenen Werte 

6. Die Untersuchung der bei der Veresterung von anorganischem 
Phosphat in Muskelbrei und Muskelextrakten, insbesondere nach 
Zusatz von Kohlehydraten. wie Glykogen und Stirke, gebildeten 
Phosphorsaureester geschieht dann nach dem jetzigen Stande unserer 
Kenntnisse unter der Annahme, da hierbei als schwerer in Siuren 
hydrolysierbare P-Verbindungen nur Hexosediphosphorsiiture und 
Hexosemonophosphorsaure entstehen. Aus der Kurve der Aufspaltungs- 
geschwindigkeit in Sauren 14Bt sich also ohne weiteres der Gehalt 
an Monoester bzw. Diester weitgehend bestimmen. 

7. Der Gesamtphosphatgehalt von Hefemazerationssaft, der nach 
der Vorschrift von Lebedew hergestellt ist, setzt sich pro Kubikzentimeter 
Saft aus etwa 10 mg o-Phosphat-P,O; und 1 bis 2 mg P,O,; schwer 
hydrolysierbarer P-Verbindungen zusammen. Zur Untersuchung der 
bei der Garung von Zucker gebildeten P-Ester entfernt man zweck- 
maBig zunachst das vorhandene o-Phosphat durch Ausfillen mit der 
eben ausreichenden Menge Magnesiamixtur und verfahrt dann wie 
unter 1., wobei man den Anfangsgehalt des Mazerationssaftes an schwer 
hydrolysierbarem Ester in Abzug bringt. Zur Identifizierung scheidet 
man die Gesamtheit der zugebildeten Ester (nach Ausfillung des 
o-Phosphats) als Ba-Salze mit Alkohol ab, trocknet den Niederschlag 
nach Entwiisserung mit Alkohol und Ather im evakuierten Chlor- 
calciumexsikkator, extrahiert ihn nach dem Pulverisieren mit wenig 
Wasser und nimmt von dem wasserléslichen Anteil (Hexosemono- 
phosphorsaure, Robisonscher Ester) und dem in wenig Wasser un- 
lislichen Anteil (Hexosediphosphorsiure, Harden-Youngscher Ester) 
die Kurve der Aufspaltungsgeschwindigkeit in n HCl bei 100° auf!. 
Die Identifizierung wird durch die Bestimmung der optischen Drehung 
und der Reduktionskraft vervollstandigt. 


III. Die Isolierung von Pyrophosphat. 
a) Aus der quergestreiften Muskulatur von Fréschen und Kaninchen. 

_ Bei den Versuchen zur Isolierung der leicht hydrolysierbaren 
Substanz diente als ..Reagens* ein Ausschnitt aus der Phosphorsaure- 
abspaltungskurve; und zwar wurden bestimmt: 

1. der Gehalt an direkt bestimmbarem P,0O,; 

2. der Wert nach 7 Minuten langer Hydrolyse bei 100° in n HCI; 

3. nach 15 Minuten langer Hydrolyse; 

4. der Gesamt-P,O0;-Gehalt nach Veraschung. 


' Vgl. diese Zeitschr. 194, 306, 1928. 
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Fiir die Isolierung des Pyrophosphats ist die Kenntnis der Léslic( 
keitsverhaltnisse seiner Salze im Vergleich mit denen der Phosphor. 
siure erforderlich'. Das Caleium-Pyrophosphat ist ebenso wie «as 
Ca-Phosphat in Essigsaure léslich. Beim Zusatz einer beschrankten 
Menge Ca zu einer ganz schwach sauren, neutralen oder ammoniakalischi, 
Lésung von Phosphat und Pyrophosphat fallt aber hauptsiachlich (as 
Pyrophosphat aus. 

Das Bariumpyrophosphat ist im Gegensatz zum Ba-Phosphat nic/it 
in Essigsdiure léstich, dagegen léslich in verdiinnten Mineralsauren 
Diese Eigenschaft diente mir vorziiglich bei der Aufarbeitung von 
biologischem Material zur Abtrennung des gréBten Teiles der o- Phosphor. 
siure von der Pyrophosphorsaure. 

Das Kupferpyrophosphat ist wie das Ba-Pyrophosphat nur in 
Mineralsauren léslich, das Cu-Phosphat auch in Essigsiure. Das Cu- 
Pyrophosphat stellt einen fast farblosen Niederschlag im Gegensatz 
zu dem blaugriinen Cu-Phosphat dar. In einer essigsauren Lésung 
von Phosphat und Pyrophosphat kann das letztere durch Zusatz von 
CuSO, sehr weitgehend ausgefaillt werden. Ebenso verhalten sich 
die Zn-Salze. Bei biologischem Material wird die Fallung als Cu- und 
Zn-Salz jedoch sehr leicht durch Begleitstoffe gestért. Dies geschielht 
am wenigsten bei der Fallung als Ba- und Pb-Salz. 

Das Natriumpyrophosphat kristallisiert aus wisserigen Lésungen 
als Na,P,O, . 10 H,O in groBen monoklinen Tafeln. Es ist in der Kiilte 
etwa dreimal schwerer léslich als das dreibasische Na,PQ,, kann also 
von den letzten Spuren von o-Phosphat durch fraktionierte Kristalli- 
sation getrennt werden. Aus Na,P,O0,-Lésungen (mit etwa 0,3°., P,O, 
wird das Salz in 50- bis 60°, igem Alkohol in langen Nadeln ausgefallt 
die ebenfalls mit 10 Molekiilen H,O kristallisieren. Eine Trennung 
von o-Na-Phosphat ist hierbei nicht méglich, gelegentlich aber eine 
Trennung von begleitenden anderen Salzen, anorganischen wie auch 
organischen Verbindungen. 

Neben einigen wenig spezifischen qualitativen Nachweisen fiir di 
Pyrophosphorsaure ist von héherer Bedeutung die spezifische Fiallung 
des Pyrophosphats als Roseosalz?, die aber nur mit dem reinen Pra 
parat gelingt. Sie geschieht am besten durch Zusammengeben von 
leem Pyrophosphatlésung mit 60 mg Na,P,O,.10H,O und 1,5 ccm 


1 Literatur vgl. Gmelin-Kraut, Handb. d. anorg. Chem. 1 (3), 173, 1911 
Uber die Léslichkeit der Salze sowie die Trennung bzw. den Nachweis vo! 
Pyrophosphorsiéure, o-Phosphorsiure und Metaphosphorsiure vgl. ferne: 
Arnold und Werner, Chem.-Ztg. 29, 1326, 1905; Balarew, Zeitschr. f. analyt. 
Chem. 60, 385, 1921. 

2 Gmelin-Kraut, 5 (1), 351, 1909. 
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einer wasserigen und klar zentrifugierten Lésung von 100 mg Tetr- 
»minodiaguo - roseokobaltisulfat. Das Diaquotetraminokobaltipyro- 
phosphat [Co(N H,),(OH,),),(P,0;)3. aq. scheidet sich unter diesen 
Bedingungen nach kurzem Stehen als dichter Kristallbrei von feinen 
Nadeln ab, der auf der Zentrifuge mit Wasser, in dem das Roseosalz 
fast vOllig unléslich ist, so lange gewaschen wird, bis das Waschwasser 
nicht mehr gefarbt ist. Die Kristalle werden an der Luft getrocknet 

Auf Grund der bisherigen Ausfiihrungen iiber den Vergleich der 
Loslichkeit der Pyrophosphate und Phosphate sowie tiber die Beein- 
flussung der o-Phosphatbestimmungen mittels Fallungsmethoden er- 
geben sich fiir die Isolierung der Pyrophosphatfraktion aus biolo- 
gischem Material verschiedene Wege und Moglichkeiten. 


l. Nach EnteiweiBung mit Trichloressigsaéure. 

Die Muskulatur von drei in Eis gekiihlten Fréschen, die etwa 
20g wiegt, wird unter den iiblichen VorsichtsmaBregeln abprapariert 
und in etwa 15 cem 8- bis 10° iger eiskalter Trichloressigsaure zerdriickt, 
der Brei durch Gaze abgepreBt und der Riickstand nochmals mit 15 cem 
4° iger Trichloressigsiure extrahiert. Die vereinigten Lésungen werden 
schnell klar zentrifugiert, mit Ba(OH), bis eben zur Lackmusneutralitat 
versetzt und der Niederschlag auf der Zentrifuge abgetrennt. Dieser 
Niederschlag, der von P-Verbindungen jetzt vorwiegend nur o-Phosphor 
siure, die Pyrophosphorsaure und eine kleinere Menge einer noch 
nicht naher identifizierten P-Verbindung enthalt, ist hierdurch fast 
véllig vom Phosphagen, von der Hexosemonophosphorsiinre sowie 
der Adenylsiure abgetrennt (erster Ba-Niederschlag). 

Allgemein verfahrt man zur Isolierung der Pyrophosphatfraktion 
weiterhin so, daB durch ein- oder mehrmaliges Umfiallen bzw. durch 
systematische Fraktionierung des Ba-Niederschlags bei essigsaurer 
Xeaktion der gréBte Teil des o-Phosphats sowie der erwahnten leichter 
loslichen P-Verbindung entfernt wird, der hauptsachlich aus Ba-Pyro- 
phosphat bestehende Niederschlag in das Pb-Salz iibergefiihrt, dieses 
mit H,S zersetzt und die durchliiftete Lésung nach Neutralisation 
mit Na-Acetat mit Kupfersulfat versetzt wird. Das ausfallende Cu- 
Pyrophosphat wird dann in das Na-Salz iibergefiihrt, das durch Um- 
kristallisieren voéllig rein erhalten werden kann. 

Dies allgemeine Schema kann nach verschiedenen Seiten modifiziert 
werden. Zu einer beschrankten Menge des in der Muskulatur vorhandenen 
Pyrophosphats gelangt man auch schon, wenn der erste Ba-Niederschlag in 
méglichst wenig verdiinnter Salzsdure gelést (gegebenenfalls mit Tierkohle 
geklirt) und, bei einem Volumen von etwa 5cem, vorsichtig mit so viel 
Na-Acetat versetzt wird, bis die Reaktion eben methylorangealkalisch ist. 
Der Niederschlag wird abzentrifugiert, in wenig HC] gelést, das Ba mit 


SO{f abgeschieden und die klare Lésung, deren Volumen etwa 3 bis 4 cem 
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betragen soll, bei essigsaurer Reaktion mit einigen Tropfen einer k 
zentrierten Kupfersulfatlésung versetzt. Nach Stehen tiber Nacht w 
das abgeschiedene Cu-Pyrophosphat mit Wasser gewaschen, in wisseri; 
Suspension mit H,S zersetzt, die Lésung durchliiftet und mit NaOQ} 
so weit neutralisiert, da Phenolphthaleinpapier deutlich rot gefarbt wir! 
Das Auskristallisieren des Na-Salzes erfolgt entweder durch Versetz: 
mit Alkohol, bis eine Triibung auftritt, die nach einiger Zeit kristallinis:} 
wird, und .weiterem Versetzen mit Alkohol, oder durch sehr langsam,s 
Einengen der wasserigen Lé6sung im nur anfangs evakuierten Chlorcalciw 
exsikkator. 

Eine Komplikation bei der Isolierung besteht darin, da gelegent|lic| 
das Cu-Salz nicht ausfallt, oder daB nach der Abscheidung des Cu-Salzes 
bei seiner Zersetzung mit H,S ein Teil des Kupfersultids kolloidal gelés: 
bleibt. Dasselbe tritt dann auch beim Pb-Niederschlag auf (vel. dir 
Isclierung des Pyrophosphats aus der Krebsmuskulatur und der Hef: 
Die kolloidalen Sulfidfiltrate klart man am besten in der Weise, aj) 
die entliiftete Lésung mit NaOH schwach alkalisch gemacht und iy 
Exsikkator sich selbst iiberlassen wird. Nach wenigen Tagen hat sich di: 
Loésung vollig geklart, und der Bodensatz wird aut der Zent rifuge oder auf dei 
Filter abgeschieden; er darf aber nicht zum Nachwaschen mit Wasser |!» 
handelt werden, in dem er sich zum Teil wieder kolloidal auflésen wiird: 


Statt durch fraktionierte Fallung der Ba-Salze kann das o-Phosphat 
auch durch Fallung als Ammonphosphormolybdat entfernt werden 
Hierbei ist es nétig, jeden gréBeren Uberschu8 von Ammonmolybdat 
zu vermeiden; man bestimmt in der Ba-frei gemachten Lésung des 
Ba-Niederschlags den Gehalt an anorganischem Phosphat und rechnet 
fiir 1 mg o-Phosphat P,O, 1 ccm einer 3°,,igen Ammonmolybdatlésung 
zur Ausfallung. Nach dem Stehen iiber Nacht im Eisschrank wird durch 
ein gehartetes Filter filtriert, das Filtrat ammoniakalisch gemacht 
durch langeres Einleiten von H,S das Molybdat in die kirschrote 
Molybdansulfosaiure iibergefiihrt, die beim Ansauern mit Mineralsauren 
(zweckmaBig H N O,) zu dem schwarzen Molybdansulfid zersetzt wird. Das 
Sulfid wird abgetrennt und nachgewaschen. Aus dieser stark ammonsalz- 
haltigen Lésung kann das Pyrophosphat als Ba-Salz auch bei alkalischer 
Reaktion nur unvollkommen abgeschieden werden. Man schiebt daher 
eine Fallung iiber das Pb-Salz ein, indem man die wieder ammoniakalisch 
gemachte Fliissigkeit mit wenig Bleisubacetat versetzt. Da das Blei- 
subacetat schon mit einer konzentrierten Ammonnitratlésung allein 
einen Pb-Niederschlag gibt, ist es notwendig, jedesmal nur wenig 
Pb-Subacetat zuzusetzen und eine Probe der klar zentrifugierten 
Lésung auf den Gehalt an Pyrophosphat zu untersuchen. Der P) 
Niederschlag wird mit H,S zersetzt, die Pb-Fallung nochmals wiederh«!' 
und nach deren Zersetzung mit H,S das Na-Salz hergestellt. 


In ahnlicher Weise kann man aus dem ersten Ba-Niederschlag «ic 
Hauptmenge des anorganischen Phosphats als MgNH,PO, entferncn 
indem man etwas weniger als die berechnete Menge Mg” als Magnes'a- 
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ixtur in ammoniakalischer Lésung zugibt und das Pyrophosphat 
dann weiter zunachst iiber das Pb-Salz abscheidet. 


In einem moglichst quantitativ durchgefiihrten Versuchsansatz 
mit Abscheidung des o-Phosphats als Ammonphosphormolybdat in 
der oben geschilderten Weise wurden 58°, des vorhandenen (indirekt 
bestimmten) Pyrophosphats als Na,P,O, . 10 H,O isoliert: 


Ausgangsmuskelmenge 21 g, extrahiert mit im ganzen 30 cem Tri- 
chloressigsaure. Neutralisation der Lésung, die insgesamt 11,3 mg Pyro- 
phosphat-P,O,; enthielt, mit Ba(OH), und Abscheiden des Niederschlags. 
Der Ba-Niederschlag wurde nach Lésen in wenig verdiinnter HC! 


und Auffiillen auf etwa 25 ccm mit NaOH fast lackmusneutral gemacht, 
der Niederschlag abgeschieden, in 18,0 cem Wasser und 6,0 cem 25° ,iger 
HNO, gelést, das Ba mit der eben ausreichenden Menge H,SQ, aus- 
gefallt, zu der Loésung 5 g NH,NO, in Substanz und 12,0 cem 3° ,iges 
Ammonmolybdat gegeben. Nach Stehen iiber Nacht wurde, wie oben 
angegeben, das Molybdat entfernt, die Pb-Fillung wiederholt und 
diese Losung nach Alkalisieren mit NaOH mit Alkohol ausgefallt. 
Ausbeute an Na,P,O,.10H,O (lufttrocken) 21 mg = 6.6mg P,O; 
58°, der indirekt bestimmten Menge. In einem anderen Falle, 
wo der erste Ba-Niederschlag einmal aus essigsaurer Lésung umgefiallt, 
dann sofort das Cu- und Na-Salz hergestellt wurden, betrug die Aus- 
beute an Na-Pyrophosphat nach der ersten Auskristallisation 50 ”°.,. 


Fiir ein Praparat, das aus einer gréBeren Menge Kaninchen- 
muskulatur tiber eine dreimalige fraktionierte Fallung des Ba-Salzes 
und einmalige Fillung als Cu-Salz erhalten war, wurden nach drei- 
maliger Umkristallisation des Na-Salzes aus Wasser folgende Analysen- 
werte erhalten: 


Monokline Tafeln, an der Luft getrocknet. 
Wasserbestimmung: 9,60 mg Substanz verloren beim Trocknen bei 
110° 3,86 mg. 
Gefunden: 40,2°,. 
Berechnet fiir Na,P,O,: 40.3%, H,O. 
P,O,-Bestimmung (kolorimetrisch): 5,74 mg wasserfreie Substanz 
(= 9,60 mg kristallisierte Substanz) wurden in 5,0 com Wasser gelést. 
Verwendet: a) fiir die Bestimmung des o-Phosphats 3,0 cem, 
b) fiir die Bestimmung des Pyrophosphats nach 10 Minuten 
langer Hydrolyse in n HCl 0,5 cem. 
Kolorimetriert in 0,6n H,S0O,, 5 Minuten stehenlassen bei Zimmer- 
temperatur. 


Gefunden fiir a): Keine Farbung, 
fiir b) Insgesamt 3,05 mg P,O, = 31.8%). 
Berechnet fiir Na,P,O,.10H,O 31,9%. 
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Darstellung des Diaquotetramminokobaltipyrophosphats'. 

Die Darstellung erfolgte in der oben geschilderten Weise. Es wu 
die typische, fiir Pyrophosphorséure charakteristische Kristallisati 
erhalten. 


2. Nach EnteiweiBung der Muskulatur mit Alkohol. 


Um einen Anhaltspunkt zu gewinnen, ob in der Pyrophosphat. 
fraktion nicht chemisch gebundenes Pyrophosphat vorliegt, wurde 
Versuche in der Richtung unternommen, durch EnteiweiBen de: 
Muskulatur mit Alkohol jede Saureeinwirkung zu vermeiden. Zu 
diesem Zwecke wurden etwa 800g Kaninchenmuskulatur unter guter 
Kiihlung schnell durch die Fleischmaschine gedreht und sofort in 
4 Liter Alkohol, die noch 1, Liter Ather enthielten, gut verriihrt 
Mach mehrtagigem Stehen wurde die Fliissigkeit, die nur einen ge- 
ringen Teil der saureléslichen Phosphate enthielt, abgesaugt und die Mus. 
kulatur wahrend 14 Tagen mit mehrmals erneuertem absoluten Alkohol 
weiter entwissert. Von einem Erhitzen der Muskulatur zur Beschleu- 
nigung und Vervollstandigung der EiweiBdenaturation wurde abgesehen 
Das im Chlorcalciumexsikkator véllig getrocknete Muskelpulver wurde 
in der 10- bis 15fachen Menge destillierten Wassers etwa 6 Stunden 
auf der Maschine geschiittelt, der wisserige, stark getriibte Extrakt 
dann entweder auf einer schnellaufenden Zentrifuge oder durch 
Filtrieren durch gehartete Filter (Schleicher und Schill Nr. 575) vollig 
geklart. 

Dieser Trockenmuskelextrakt, in dessen wasseriger Lésung dic 
fermentativen Prozesse noch zum Teil weitergehen, enthalt die saure- 
lislichen Phosphate ungefahr in demselben Verhaltnis wie der frische 
Muskel. Der Extrakt ist nicht vollig eiweiBfrei, mit Trichloressigsaure 
tritt noch eine geringe Triibung auf. Mit Ammoniak scheidet sich 
nach kurzem Stehen ein gréBtenteils kristallinischer Niederschlag ab 
der zur Hauptsache aus o-Phosphaten besteht. 


Versuch 6 vom 16. Februar 1928. Verteilung der Phosphate im Trocken- 
muskelextrakt von Kaninchen. 

10g Trockenpulver mit 100cem destilliertem Wasser geschiitte!t 
Vom klaren Filtrat wurden 3,0 cem mit 1,0 cem 10° iger Trichloressigséur 
enteiweibt. 


Tabelle VII. 





mg PeOs \NechSMin. Nach | MS Pye 


Gefunden fir edtienned Hydrolyse becouse! a 5) - 
1g Trockenmuskel ........ 8,95 11,50 14,50 2,55 
lg Frischgewicht (Faktor 0,18) . . 1,61 2,07 2,61 0.46 


. oe . - . 7 
1 Ich danke Herrn Professor Rosenheim fiir die freundliche Uberlassune 
von 4-Ammin-2-aquo-kobaltsulfat. 
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Um zu entscheiden, ob das Pyrophosphat nicht in einer sehr 
siurelabilen Verbindung vorliegt, wurde seine Abscheidung aus neutraler 
oder schwach alkalischer Lésung vor und nach Behandlung mit Tri- 
chloressigsaure untersucht. Hierfiir kommt nur die Fallung mit 
Magnesiamixtur bei schwach ammoniakalischer Reaktion in Betracht. 
Es wurde hierbei von dem Gedanken ausgegangen, dab, falls das 
Pyrophosphat in einer chemischen esterartigen Verbindung vorlige, 
die Léslichkeit des Mg-Salzes eine gréBere sein miiBbte, da die Mg- 
Salze der organischen Phosphorsaureester auch in Gegenwart von 
Ammoniak leicht léslich sind (z. B. Hexosediphosphorsaure). Anderer- 
seits miBte in einem mit Sauren behandelten Trockenmuskelextrakt, 
falls durch diese Behandlung Pyrophosphat abgespalten wird, eine 
groBere Menge Mg-Pyrophosphat niedergeschlagen werden. Dabei 
ist die Annahme gemacht, daB durch die vorangehende Alkohol- 
behandlung bei neutraler Reaktion keine chemische Bindung gelést 
wird. 


Der Versuch ergibt, dab im nicht mit Saure behandelten Trocken- 
muskelextrakt, wie in dem fiir kurze Zeit (5 Minuten) und in dem 
fiir 24 Stunden mit 0,2 n Trichloressigsiure in der Kialte behandelten 
Extrakt die Ausfallung des Pyrophosphats durch ammoniakalische 
Magnesiamixtur praktisch die gleiche ist. Der Versuch wurde in 
der Weise angestellt, daB der klar filtrierte wasserige Trocken- 
muskelextrakt mit etwas konzentriertem NH, bis zum’ eben merk- 
baren Geruch nach Ammoniak versetzt und der ausfallende Nieder- 
schlag nach ',stiindigem Stehen abfiltriert wurde. Von drei 
Ansatzen wurde der erste sofort mit tiberschiissiger Mg-Mixtur ver- 
setzt, der zweite erst mit Trichloressigsiure enteiweiBt, der Nieder- 
schlag sofort abfiltriert und das Filtrat dann mit NH, + Mg-Mixtur 
versetzt, der dritte Ansatz erst dann mit Mg ausgefallt, nachdem 
die Lésung einen Tag in der trichloressigsauren Lésung gestanden 
hatte. 


Pro Ansatz waren neben dem direkt bestimmbaren P,O, 0,151 mg 
Pyrophosphat vorhanden. 


Gefunden fiir 


Ansatz I: Im Mg-Niederschlag 0,079 mg Pyrophosphat-P,O, . . 52°, 
II: 0,083 mg Pyrophosphat-P,O,........... . 55% 
TIT: ©0068 .. Pyrophommet-P.0,......+++.++. BY 


In den drei Ansatzen war also die Fallbarkeit des Pyrophosphats 
praktisch die gleiche. Die Mg-Niederschlage farbten sich beim Glihen 
nur wenig. Der geringe Kohlenstoffgehalt mu8 auf mitgerissene Ver- 
unreinigungen zurtickgefiihrt werden. 
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6b) Isolierung des Pyrophosphats aus quergestreifter Krebsmuskulatur 1/1 
aus Bédckerhefe. 


Wihrend bei der Darstellung des Pyrophosphats aus Frosch- wd 
Kaninchenmuskeln die gelegentlichen Komplikationen, dab das Cu-Saly 
nicht ausfallt oder die Sulfidniederschlige teilweise kolloidal gelist 
bleiben usw., verhaltnismabig leicht zu umgehen sind, treten diese 
Schwierigkeiten bei der Darstellung aus Krebsmuskeln und ganz be 
sonders bei der Aufarbeitung von Backerhefe in erhdhtem Mabe aut 
Die Isolierung gelingt dann nur nach oft wiederholter Frak. 
tionierung bzw. Umfillung der Ba- und Pb-Salze. Die Kristallisation 
des Na,-Salzes muB sehr langsam in einem nur anfangs und wenig 
evakuierten Exsikkator vorgenommen werden. 

Bei einer Darstellung des Pyrophosphats aus Backerhefe war schlieBlic! 
ein Ba-Praparat erhalten, von dessen Gesamt-P nur noch 5°, als o-Phosphat 
vorlagen, und dessen Ba- und Gesamt-P-Analyse nur auf Ba, P,O, sehlieBen 
lieBen. Da es zuerst nicht gelingen wollte, das Cu-Salz und ein kristallisiertes 
Na-Salz aus diesem Praéparat zu erhalten, wurde zunachst zur Priifung 
des weiteren Vorgehens seine Identitaét mit Pyrophosphat durch die Kurv: 
der Aufspaltungsgeschwindigkeit sowie durch die Elektrotitrationskurve 
sichergestellt. 

SchlieBlich wurde sowohl aus Krebsmuskulatur wie aus Hefe 
das kristallisierte Na,P,O,.10H,O erhalten und nach wiederholtem 
Umbkristallisieren durch Wasser- und P-Analyse sowie durch Her- 
stellung des Roseosalzes identifiziert. Die Aufarbeitung der Krebs- 
muskulatur erfolgte entsprechend der der Wirbeltiermuskulatur. 


Na-Pyrophosphat aus Krebsmuskeln. 


Kristallwasserbestimmung. 
8,03 mg Substanz verloren beim Trocknen bei 110° 3,23 mg. 
Wraeserwemeess SUE. ew et tt te BY 
berechnet fiir Na,P,O,.10H,O . . . 40,3°, 
P,O;-Bestimmung (kolorimetrisch). 
4,80 mg wasserfreies Salz (= 8,03 mg kristallisiertes Salz) wurden in 
5,0 cem Wasser gelést. 
a) Verwendet fiir die Bestimmung von o0-Phosphat . 3,0 ccm 
b) nach 15 Minuten Hydrolyse...........0905,, 
Kolorimetriert in 0,6n H,SQ,. 
Gefunden fiir a) keine Farbung 
» b) insgesamt 2,580mg P,O; ... . 32,1% 
Berechnet fiir Na,P,O,.10H,O. ........ 31,9% 


Pyrophosphat aus Backerhefe. 


Die indirekt bestimmte, leicht hydrolysierbare P-Verbindung von 
Backer- und Bierhefe wird ebenso wie die des Muskels bei der Autolyse 
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leicht gespalten. Zur méglichst schnellen Zerstérung der Zellmembran 
unter gleichzeitigem Abtéten der Hefefermente wurde fiir die prii- 
parative Aufarbeitung | kg Backerhefe in 1500 com Wasser fein ver- 
nihrt und dann in kleinen Portionen in diinnem Strahle in etwa 2,6 Liter 
stark siedendes Wasser gegossen. Nachdem die ganze Hefemenge 
eingegeben war, wurde noch 5 Minuten langsam weiter gekocht, die 
Fliissigkeit abgekiihlt und nach volligem Abkiihlen mit 300 bis 400 cem 
40° iger Trichloressigsiure versetzt. Nach !,stiindigem Stehen wurde 
abzentrifugiert, die getriibte Lisung mit Merckscher aktiver Kohle 
geklart, die Kohle abzentrifugiert, die von der Kohle dunkel gefirbte 
Losung ohne vorher zu filtrieren mit konzentrierter NaOH auf etwa 
pa 8.0 gebracht und iiber Nacht stehengelassen. Die jetzt in Flocken 
ausgefallene Kohle la8t sich gut abscheiden. Die Lésung wird mit einer 
konzentrierten Lésung von 100 g Ba-Acetat gefallt und aus dem aus- 
fallenden Niederschlag das Pyrophosphat nach mehrfach wiederholter 
Umfallung itiber das Ba- und Pb-Salz isoliert. 


Na-Pyrophosphat aus Backerhefe. Na-Salz aus Wasser in monoklinen 
Tafeln erhalten. 
Kristallwasserbestimmung. 
70,8 mg der Substanz verloren beim Trocken bei 110° 27,5 mg Wasser 
38,9 %. 
Berechnet fiir Na,P,O,.10H,O. ........ . 40,3% 
P,O,-Bestimmung (kolorimetrisch). 
4.48 mg kristallisierte Substanz wurden in 5,0 ccm Wasser gelést. 
a) Verwendet fiir die Bestimmung von o-Phosphat ... . . 3,0 cem 
b) nach 10 Minuten langer Hydrolyse in nHCl ...... 1,0 
kolorimetriert in 0,6n H,SO,. 
Gefunden fiir a) Spur 
» b) insgesamt 1,423 mg P,O, . . . . = 31,8% 
Berechnet fiir Na,P,O,.10H,O. ........=31,9% 
Das aus der Backerhefe erhaltene Priparat wurde auBerdem durch 
die Darstellung des Roseosalzes charakterisiert. 


IV. Die Kurven der Aufspaltungsgeschwindigkeit und der Elektrotitration 
von Pyrophosphat. 

Zum Zweck der Identifizierung und zur Erkennung der Einheit- 
lichkeit der zuerst erhaltenen, noch nicht sehr weitgehend gereinigten 
Priparate wurden die Aufspaltungsgeschwindigkeits- und die Elektro- 
titrationskurven von Pyrophosphat genau bestimmt und mit denen 
der zu untersuchenden Praparate verglichen. Die genaue Kenntnis 
der Elektrotitrationskurve hat daneben noch ein biologisches Interesse, 
um die bei der fermentativen Aufspaltung des Pyrophosphats auf- 
tretenden pa-Anderungen berechnen zu kénnen. 
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a) Aufspaltungsgeschwindigkeit. 


Zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante der Aufspaltwiy 
des Pyrophosphats in Sauren eignet sich am besten die Hydrolys: 
in n/10 Mineralsaiure bei 100°. 

Aufspaltung von Na-Pyrophosphat (Merck, z.A.). Versuch von 
27. Februar 1928. Hydrolysiert je 2,0 ccm einer Lésung mit einem Gehalt 
an Gesamt-P,O,; pro 2cem von 0,417 mg P,O,;. Saurekonzentration n 10) 
HCl. Temperatur 100°. 


* 
~ 


Tabelle VIII. 





Hydrolysezeit 


Gespalten 


Gespalten 


Nr. Min. mg POs; 0/9 Pp Os k.10-3 
1 0 — “ 7 

2 5 0,093 22,3 21.8 
3 10 0,180 43,1 26.9 
4 20 0,288 69,0 26,2 
5 30 0,347 83.2 26.4 
6 45 0,390 93.5 27,4 
7 Gesamt-P, O; 0,417 -- Mittel: 25,7 


Als Vergleich seien die Werte fiir ein aus Froschmuskulatur iiber das 
Cu-Salz erhaltenes Ba-Salz wiedergegeben. 

Versuch 8 vom 27. Februar 1928. 

Hydrolysiert je 2,0cem (Ba-frei). Gehalt an Pyrophosphat pro 2 ccm 
0,205mg P,O;. Saéurekonzentration n/10 HCl. Temperatur 100°. 


Tabelle 1X. 





Gefunden 


Gespalten 


Gespalten 


, Hydrolysezeit ; 
o. Min. mg P, O; mg P, O; 0 0 P, O; $.* 

1 0 0.016 — — 
2 5 0,072 0,056 27,3 27.6 
3 10 0,113 0,097 47.3 27.8 
4 20 0,164 0,148 72,2 27,8 
5 30 0,186 0,170 82, 21,2 
6 45 0,202 0,186 90,7 26.5 
7 Gesamt-P,0, 0,221 _ - Mittel: 26,2 


(k wurde fiir die einzelnen Zwischenzeiten nach der Forme! 


berechnet.) 


- log 
a 


v) 
Te 


b) Elektrotitrationskurve. 


Die Pyrophosphorsaure ist eine vierbasische Saure, bildet aber 
nur zwei Reihen Salze: das saure Salz Me"H,P,O, und Me" P,0.-. 
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Lie Dissoziationskonstanten sind nach Abbot und Bray! fiir die erste 
Stufe 1,4. 107!, die zweite Stufe 1,1. 10~*, die dritte Stufe 2,9 . 1077, 
die vierte Stufe 3,6 . 107°. 

Die Bestimmung der in Tabelle X wiedergegebenen Elektro- 
titrationswerte wurde an dem Merckschen Na-Pyrophosphat in der 
friher® geschilderten Weise ausgefiihrt®. Hierzu wurde das Salz 
Na,P,O, mit HCl nach der sauren Seite, mit NaOH nach der basischen 
Seite titriert, auf dieselbe Weise auch die Kurve fiir das aus Kaninchen- 
muskulatur sowie aus der Hefe isolierte Salz aufgenommen, die den- 
selben Verlauf wie das Mercksche Priparat zeigten. 

Konzentration des Na,P,O, m/20. Konzentration der NaOH bzw. 
der HCl n/10.) Temperatur 20°. 


Tabelle X. 








Titration mit HCl. 
Verbrauchte ccm 


Titration mit HCl. 
Verbrauchte ccm 


Titration mit 


fir 10 com Pu fir 10 com Pa || n/l0 NaOH Pu 
m/20 Na, P.O; m/20 Na, P, O; | 
0 9,91 16,0 5,66 0 10.1 
0,36 9.40 16,8 5.5 = 
— > ‘ “er 1,20 11,7 
0,76 9,13 18.4 5,13 200) 119 
1,56 9,84 19,2 4,82 2,80 12,0 
2 5 2 397 
— san =e pel 4,00 12,14 
sa i 21,2 2.86 5,60 12,25 
4,00 8,28 22.0 2.65 
6,04 7,89 22,8 2,50 
li ge 24,0 2.34 
9,20 7,15 26,0 2,19 
10.44 6,73 28,0 2,09 
1 1,20 6,52 30.0 201 
12,40 6,26 34,0 1,89 
13.6 6,04 38.0 1,81 
-_ _ 42,0 1,78 
46,0 1,73 


Das fiir biologische Zwecke allein interessierende Gebiet von 


pa 5 bis 9 ist in der Abb. 4 dargestellt (KurveO——©). Als Vergleich ist der 
entsprechende Teil der Elektrotitrationskurve von o-Phosphorsiure 
eingezeichnet (Kurve 4——4). Aus der Abbildung ersieht man, dab 
sich beide Kurven etwa in dem Punkte fiir p K, der o-Phosphorsaure, 
wo also ein Gemisch von gleichen Teilen Me'H, PO, und Me" HPO, 
vorliegt, tiberschneiden. Dieser Punkt liegt nach den Messungen 


1 Zitiert nach Landolt-Bérnstein 2, 1121, 1923. 
> Meyerhof und Lohmann, diese Zeitschr. 196, 49, 1928. 
* Ich danke Herrn W. Schulz fiir die Aufnahme dieser Kurve. 
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von O. Meyerhof und J. Suranyi! bei pa 6.81. Im alkalischeren 
Gebiet der Kurve fiihrt also die Aufspaltung der Pyrophosphorsiure 
zu einer Sauerung, im sauren Gebiet zu einer Alkalisierung. Fir 


2,0 a 
40 f 
#z 
0 
90,0 
12,0 | f 
MbyD | 7 


ais 
oe a 


20,7 
50 60 70 80 90 %%0 
— > pH 
Abb. 4. 


Elektrotitrationskurve einer m/20 Na, P)O;7sLésung mit n/10 Salzsdure. Zum Vergleich ist dic 
Titrationskurve fiir Orthophosphat eingezeichnet. o——o Pyrophosphat, 2——. Orthophosphat 
Abszisse : ccm n/10 HCI fiir 10 com m/20 NasPyrophosphat. Ordinate: py. 


den intakten Muskel kommt unter normalen Bedingungen jedoch 
ein Zerfall von Pyrophosphat und damit irgend eine hierdurch be 
dingte Reaktionsverschiebung nicht in Betracht. 
{ 
Zusammenfassung. 


In frischer Muskulatur ist eine saurelésliche, in n Salzsiure bei 
100° in 7 Minuten aufspaltbare P-Verbindung vorhanden, die als Pyro 
phosphat isoliert wurde. Ihre Menge betragt pro Gramm _ feucht: 
Frosch- oder Kaninchenmuskulatur 0,6 bis 0.9 mg P,O;. was etwa 
20°,, des gesamten siureléslichen Phosphats des Muskels entspricht 


Die Isolierung aus Frosch-, Kaninchen- und Krebsmuskulatur sowiv 
aus Biickerhefe geschieht allgemein in der Weise, daB der Trichloressig- 
siureextrakt der Zellen mit Baryt neutralisiert, der Ba-Niederschlag 
aus essigsaurer Liésung umgefallt und tiber das Blei- und Kupfersalz 
in das kristallisierte Natriumpyrophosphat tibergefiihrt wird. 


Die Identifizierung erfolgte durch die Analyse des Na-Pyro 
phosphats, durch die Darstellung des Roseosalzes und durch Vergleic! 
der Kurven der Aufspaltungsgeschwindigkeit in Sauren sowie der 
‘lektrotitrationskurve mit den Kurven fiir synthetisches Pyrophosphat 


1 O. Meyerhof und J. Suranyi, diese Zeitschr. 178, 419, 1926, hic 
auch Altere Literatur. 
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Die quantitative Bestimmung der Pyrophosphatfraktion ist eine 
|)ifferenzbestimmung aus den als Summe vom .,wahren“ anorganischen 
Phosphagenphosphat (direkt bestimmbares Phosphat) und den nach 

7 Minuten langer Hydrolyse in n Salzsiure bei 100° erhaltenen Werten. 

Die Konstante der Aufspaltungsgeschwindigkeit des Pyrophosphats 
in n/10 Salzsaure bei 100° betragt 26 . 10-% (¢ in Mniuten). 

Die Elektrotitrationskurve der Pyrophosphorsiure wurde fiir den 
Bereich von pq 1,73 bis 12,25 bestimmt. Bei der Aufspaltung der Pyro- 
phosphorsiure zu o-Phosphorsiure erfolgt unterhalb pg 6.8 eine Re- 
aktionsverschiebung nach der alkalischen Seite, oberhalb py 6,8 nach 
der sauren Seite. Eine solche Aufspaltung kommt jedoch fiir den 
intakten Muskel nicht in Betracht. 
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